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Kanser hastaligi bugiin insan hayatint hem manevi hem de maddi olarak olumsuz
etkileyen en biiyiik saglik sorunu haline gelmistir. Bu sorunun ¢oziimii i¢cin yapilan
calismalar da bugiin i¢cin saglik alanindaki ¢aligmalarin 6niinde gelmektedir. Bu hastaligin
tedavisi i¢in bugiin Ongoriilebilir ¢oziimlerden biri de bu hastaliga karsi etkili ilag
gelistirmektir. Bu amacla son yillarda 6zellikle metal igerikli benzimidazol bilesikler en
uygun adaylar arasinda goriilmektedir.

Bu caligmada, kobalt ve ¢inko icerikli dokuz benzimidazol tiirevi bilesigin A549
(kiiciik hiicre dis1 akciger karsinomu), BEAS-2B (saglikli akciger epitel hiicresi), HCT116
(kolorektal karsinom) ve Hep3B (hepatoselliiler karsinom) hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri Tripan mavisi, MTT analizi, Kaspaz-3 aktivitesi ve Western Blotlama ile
degerlendirilmistir. Biitlin bilesiklerin sitotoksik etkisi referans bilesik olarak kullanilan
sisplatinle karsilastirilmistir.  Ayn1 zamanda bilesiklerin antimikrobiyal etkileri de
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ydntemi ile belirlenmistir. Calismada
kullanilan iki bilesigin (4 ve 9) Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 lizerine giiclii sitotoksik
etki gosterdigi tespit edilmistir. Bilesik 6 ve 8 A549 hiicreleri iizerine sisplatin gibi giliclii
sitotoksik etki gosterirken, BEAS-2B hiicreleri lizerine ise sisplatinden daha diisiik
sitotoksik etki gostermistir. MTT analizi; sisplatin, Bilesik 6 ve Bilesik 8’in A549 hiicreleri
iizerine 72. saatteki ICso degerlerinin swras1 ile 4.31, 6.27 ve 4.66 pg/mL oldugunu
gostermistir. Buna karsilik, BEAS-2B hiicreleri iizerine 72. saatteki ICsy degerleri sirasi ile
1.78, 54.88 ve 34.34 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bilesiklerin bakteri ve mayalar
iizerinde de yliksek antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Antimikrobiyal etki, Benzimidazol kompleks,
Karaciger kanseri, Kolon kanseri, Sitotoksik etki
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Cancer disease has become the biggest health problem that affects human life both
spiritually and financially. The work done to solve this problem is also ahead of the studies
in the field of health today. One of the most predictable solutions for the treatment of this
disease today is to develop effective drugs against this disease. For this purpose, metal-
containing benzimidazole compounds have been seen among the most suitable candidates
in recent years.

In this study, the cytotoxiceffects of nine benzimidazole-derived compounds
containing cobalt and zinc on A549 (non-small cell lung carcinoma), BEAS-2B (healthy
lung epithelial cell line), HCT116 (colorectal carcinoma) and Hep3B (hepatocellular
carcinoma) cells has been examined using Trypan blue, MTT, Caspase-3 and Western
Blotting methods. The cytotoxic effect of all compounds was compared with cisplatin used
as reference compound. Their antimicrobial effects were also determined by the
Minimum Inhibition Concentration (MIC) method. Two of the compounds used in
the study (Compounds 4 and 9) were found to have high cytotoxic effects on Hep3B
and HCT116 cells. Compounds 6 and 8 showed a high cytotoxic effect on A549 cells, like
cisplatin, but a lower cytotoxic effect on BEAS-2B cells than cisplatin. MTT analysis
showed that the ICsy values of cisplatin, Compound 6 and Compound 8 on A549 cells at
72 h were 4.31, 6.27 and 4.66 pg / mL, respectively. On the other hand, their ICsg
values on BEAS-2B cells at 72 h were determined as 1.78, 54.88 and 34.34 pg/
mL, respectively. The compounds have also been found to have a high antimicrobial
effect on bacteria and yeasts.

Keywords: Antimicrobial effect, Benzimidazole compound, Colorectal carcinoma,
Cytotoxic effect, Hepatocellular carcinoma, Lung cancer



1. GIRiS

Canlilig1 olusturan hiicrelerin hayat dongiisii hala tam olarak anlagilamamis bir
hikayedir. ilk hiicreden evrimleserek tarih boyunca cok hiicreli organizmalara kadar
ilerleyen hiicresel kokenli degisim ve kurulan denge insani biiyiilemektedir. Milyon yillar
siiren bu degisim bugiin, icinde insanin da oldugu milyonlarca tiirden olusan bir hayatin
denge i¢inde olusmasini saglamistir. Bu canli yasami i¢inde dengeler bozulabilir fakat
bozulan denge yerine bir baska denge kurulur. Ancak bu yasam dongiisiinde artik bunun
bir istisnas1 vardir. O da insandir. Maalesef degisim siirecinin en sansli organizmalari
olarak goriilen insan gelismis diisiinsel yeteneklerini bazi alanlarda yanlis kullanabildigi
icin bugiin diinyamiz1 basta kendisi i¢cin olmak {izere hemen hemen her alanda yasanilamaz
bir siirece sokmustur. Bu siireclerden birisi de kendi sagligidir. Yasamin olagan akisindaki
baz1 kontrolsiiz ilerlemeler dogal dengede ve insanin kendi viicudundaki dengesinde
sorunlar olusturmaktadir. Olusan bu sorunlarin ¢6ziimii ise insanligin en biiyiik

problemlerinden birisi haline gelmistir.

Bu sorunlardan bugiin en basta gelenlerden bir tanesi kanser hastaligidir. Kanser
genetik temeli olan bir hastaliktir. Ancak bu hastaligin gen havuzumuzda birikimi ve
bugiin basat ve hala hiicresel mekanizma boyutunda tam olarak anlagilamamais bir kiiresel
sorun olusu daha ¢ok insanin yasam tarziyla ilgilidir. Bu sorun artik insanlara basta manevi
olmak tizere, maddi olarak da biiyiik yiik getirmektedir. Diinya’da bugiin bilimsel olarak en
cok calisilan, emek, zaman ve para olarak insana en ¢ok sorun olusturan bu hastaligin
tedavisi, insan yasami i¢in elzem bir konu haline gelmistir. Bu amagla bir¢ok farkli yol ve

metotlar denenmektedir.

Bu yol ve metotlardan bir tanesi de bu hastaliga kars1 etkili ilag gelistirmektir. Bu
alandaki caligmalar kapsaminda 6zellikle metal igerikli ilaglar onemli bir umut kaynagi
olabilir. Bu tiir ilaglar igerisinde Ozellikle son yillarda c¢ok calisilan benzimidazol
bilesiklerin bu hastaligin tedavisinde etkili olabilecegi goriisii hakimdir.

Bu tezin amaci kanser hastaligina ¢6ziim olarak kullanilan veya gelistirilmekte olan
bedamustin, selumetinib ve galeteron gibi benzimidazol icerikli ilaglara daha 1y1
alternatifler sunabilmektir. Bu ¢alismada Indnii Universitesi Kimya Boliimii’nden Prof. Dr.
Hasan Kiiciikbay tarafindan sentezlenmis olan dokuz farkli benzimidazol bilesigi
kullanilmistir. Bu bilesiklerden 2, 3 ve 7°nin daha 6nce yapilan ¢alismalarda A549 ve

BEAS-2B hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi ve ayrica mikroorganizmalar iizerine



antimikrobiyal etkisi rapor edilmistir. Bu nedenle tez c¢alismasinda, bu {i¢ bilesigin
HCT116 ve Hep3B hiicre hatlar1 {izerine etkisi ¢alisilmistir. Geriye kalan bilesiklerin ise
tiim hiicre hatlar1 lizerine sitotoksik etkileri ve ayrica antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir.
Dolayisiyla tez g¢alismasi bu agilardan biitiiniiyle 6zgiinliik tagimaktadir. Bu bilesiklerin
A549, BEAS-2B, HCTI116 ve Hep3B hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Tez calismasinda ayrica bu bilesiklerin gram negatif Escherichia coli
(ATCC 25922) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), gram pozitif Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) bakterileri ile Candida albicans ve Candida tropicalis maya suslari

iizerine antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.

1.1. Kanser

Kanser temel olarak genetik bir hastaliktir. Hiicrelerimizin ¢aliyma diizenini, nasil
biiytidiiklerini ve boliindiiklerini kontrol eden genlerde meydana gelen degisiklikler sonucu
olusurlar. Kansere neden olan genetik degisiklikler farkli nedenlerden kaynaklanabilir.
Bunlardan birisi aileden miras olarak bireye gecmektedir. Bir digeri de, hiicre boliinmesi
sirasindaolusan hatalardan veya ¢esitli ¢evresel kosullarin etkisine bagli olarak olusan
DNA hasarlar1 nedeniyle meydana gelebilir. Bu hatalar ve ¢evresel kosullar bireyin yagam
siirecinde olusabilir. Kanser olusumuna yol agan c¢evresel kosullar arasinda tiitiin
kullanimi, sagliksiz beslenme, alkol kullanimi, giinesten gelen ultraviyole isinlar1 ve

fiziksel hareketsizlik baglica risk faktorleridir.

Kanser tiplerinin tiimiinde de, bazi hiicreler siirekli boliinlir ve diger dokulara
yayilmaya baslarlar. insan viicudunun hemen hemen her yerinde kanser olusabilir ve
yayilabilir. Normal kosullarda hiicreler, organizmanin ihtiya¢t olan yeni hiicreleri
olusturmak amaciyla biiylir ve ¢ogalirlar. Yaslanma veya viicudun aldig1 hasar sonucu
hiicreler 6liir ve bu hiicrelerin yerini biiyliylip, cogalan yeni hiicreler alir. Ancak bazi
durumlarda hiicreler anormal hale gelmeye baslar ve yaslanan ya da hasar gormiis
hiicrelerin 6lmesi gerekirken hayatta kalirlar. Bu hiicreler organizma tarafindan ihtiyag
duyulmamasina ragmen stirekli olarak boliiniir ve ¢ogalabilirler. Sonunda bu fazla hiicreler
timor ad1 verilen biiylimeler olusturabilir [1].

Diinyadaki 6liimlerin 6nde gelen ikinci 6liim nedeni kanserdir. 2020’de gerceklesen
tahmini 9,9 milyon 6limiin nedenidir. 2020’de goriilen vaka yaklasik 19 milyondur.
Gergeklesen her alt1 6liimden birisinin nedeni kanserdir. Kanserden 6liimlerin yaklasik %

70'1 gelismekte olan iilkelerde olmaktadir (Sekil 1.1). Kanser dolayisiyla olusan 6liimlerin
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1/3’1, baz1 davraniglardan veayrica diyet riskinden gelismektedir: Tiitiin kullanimi, fiziksel
aktivite eksikligi, alkol kullanimi, yiiksek viicut kitle indeksi, diisiik meyve ve sebze alimi
risk faktorleridir. Kanser olusumunda i¢in en 6nemli risk faktori tiitiin kullanimidir. Tiitiin
kullanimi1 kansere bagli 6liimlerin yaklasik % 22'sinden sorumludur. Diistik ve orta gelirli
iilkelerde kanser vakalarinin % 25°1 hepatit ve insan papilloma viriisiit (HPV) gibi kansere
neden olan enfeksiyonlardan kaynaklanir. 2017 yilinda, gelismekte olan iilkelerden
yalnizca % 26'sinda genel olarak kamu sektoriinde patoloji hizmetleri oldugu rapor
edilmistir. Yiksek gelirli tlkelerin % 90'indan fazlas1 ve diisiik gelirli iilkelerin %
30'ununazi tedavi hizmetlerine sahip oldugunu belirtmistir. Kanserin ekonomik agidan da
etkisi one ¢ikmaktadir. 2020 yilinda kanserin onkoloji klinik harcamalarmin yillik toplam

ekonomik maliyetinin, yaklasik 167 milyar dolar oldugu diistiniilmektedir [2-5].

Her 100.000 kigide
. 2257.1

i 188.8-257.1
P 140.4-188.8

11191204 [l *ullanilamaz veri
<1118 Vert yok

Sekil 1.1. 2020 yil1 itibari ile tiim kanser vakalarmin Diinya’da insidans oranlar1 [6].

Saglik Bakanlig1 verileri, Tiirkiye’de her yil ortalama 163 bin yeni kanser teshisi
konuldugunu gostermektedir. Bu yaklagik giinde 450 yeni kanser vakasma tekabiil
etmektedir. 2015 yil1 verileri, her 100 bin erkekten 247’si ve her 100 bin kadindan 177’s1
yeni kanser vakasi olarak kayitlara gectigini gostermektedir. TUIK verilerine gore
Tiirkiye’de kanser, yillik oOliimlerin yaklasik % 20’sini olusturmaktadir. Bakanlik
raporlarindaki tahminlere goére 2030 yilinda 22 milyon yeni vaka ortaya c¢ikacaktir.
Tirkiye’de 2015 yilina ait bakanlik istatistikleri; kadinlarda sirasiyla en sik meme, tiroid,
kolorektal, uterus ve akciger kanserleri, erkeklerde ise akciger, prostat, kolorektal, mesane
ve mide kanserlerinin goriildiigiinii ortaya koymaktadir. Diinya Saglk Orgiitii’niin 2020

yili raporlarinda, Tiirkiye’de goriilen yeni kanser vaka sayilar1 da oldukca diistindiiriictidiir



(Sekil 1.2). Kadmlarda 4 kanser vakasindan birinin meme kanseri oldugu goriilmektedir

[6-8].

Akciger

Diger Kanser 34 207 (% 25.8)
Tiirleri

48 513 (% 36.5)

Mide Prostat
8 187 (% 6.2) 19 444 (% 14.6)
Mesane Kolorektum
a) 10 476 (% 7.9) 11989 (% 9)
Toplam 132 816
Meme
24 175 (% 23.9)

Diger Kanser

Tiirleri

43 632 (% 43.2)

Tiroid
11 034 (% 10.9)
Kolorektum
9202 (% 9.1)
Rahim AKciger
5918 (% 5.9) 7057 (% 7)
b) Toplam 101 018

Sekil 1.2. Tiirkiye’de erkeklerde (a) ve kadinlarda (b) 2020 yilinda yeni kanser vakalarinin

toplam sayis1 ve yiizde dagilimlari [6].

Diinya Kanser Arastrma Fonu’nun yaymladigi verilere gore iilkeler arasinda
sirastyla 100 binde yaklasik 470 kisi ile Avustralya’da, 438 kisi ile Yeni Zelanda’da ve 374
kisi ile de Irlanda’da en ¢ok kanser vakasi goriilmektedir. Tiirkiye’deki bu oran 100 binde
144 kisidir [4].

Kanser hiicrelerde uzun siireli mutasyonlar ve genetik degisikliklerin birikimi sonucu
meydana gelir. Bu siire¢ igerisinde normal bir hiicrenin kanser hiicresine evrilmesi uzun ve
devamlilik igermesine ragmen bu siirecin daha kolay anlagilabilmesi i¢in bu siiregteki belli
basli asamalar bazi arastirmacilar tarafindan smiflandirilmis ve Kkanser belirtileri

(Hallmarks of Cancer) olarak isimlendirilmistir. Ilk defa bu smiflandirma 2000 yilinda
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Hanahan ve Weinberg tarafindan yapilmistir [9]. Hanahan ve Weinberg kanserlesme
siirecini baglica alt1 belirti ile karakterize etmislerdir. Gerek teknolojik gerek kavramsal
gelismelere bagl olarak Hanahan ve Weinberg 2011 yilinda, alt1 olan kanser belirteclerine
iki 6zellik daha ekleyerek sekize ¢ikarmislardir (Sekil 1.3) [10]. Bu 6zelliklerin herbirinin
kanserlesme siirecine katkist olmasina ragmen, her bir aywrt edici Ozellik her kanser
tiirlinde olugmayabilir. Bu karakteristik 6zellikler kanserlesme siirecini anlamak adina bize

bir gerceve sunmakta ve kanserin bir dizi genetik degisiklikler yoluyla gelistigini

gostermektedir.
Biiyiime ve Cogalma
Sinvallerini
siirdiirme
Enerji
Metabolizmasim Baslkalayic: Hiicre
Yeniden Biliinme
Programlama Sinyallerine
Duyarsizlik
Hiicre
Oliimiinden g
Kacis Immiin Sistemden
EKagis
Anjivogenezi Siirekli
Tetikleme Béliinebilme
Yetenegi

Metastaz Yetenegi

Sekil 1.3. Bagslica kanser belirteglerini gosteren sema [10].



1.1.1. Kendi biiyiime ve cogalma sinyallerini iiretebilme

Hiicrelerin biliytimesi, ¢ogalarak dokular1 ve organlar1 olusturup sistemleri meydana
getirmeleri karmasik bir siirectir. Bu siirecin kontrolii i¢cin hiicrelerin birbirleri ile uyumlu
bir sekilde ¢alismalar1 gerekmektedir. Bu uyumlu ¢alisma birbirleriyle iletisimi gerektirir.
Bu iletisim, Vaskular endotel biiylime faktorii (VEGRF) gibi biiylime faktorleri ile reseptor
proteinleri ve kinazlar, fosfatazlar gibi enzimlerin yiirittigii hiicre sinyalizasyonu ile
gerceklestirilir. Kanserlesmis bir hiicre ise bagimsiz davranir. Normal bir hiicre biliyiime ve
cogalma i¢in gerekli sinyali almadig1 silirece boliinemez. Ancak kanser hiicreleri kendi
cogalmalarini, biiylime sinyalleri tireterek veya asir1 aktif sinyal reseptorlerine sahip olarak
biiylime ve ¢ogalmalarin1 gerceklestirirler [11, 12].

Kanser hiicreleri, cogalmay1 saglayacak metabolik stiregleri bir dizi alternatif sinyal
yolaklari ile siirdiiriirler. Reseptorlerin ekspresyonu yoluyla yanit verebilecekleri biiylime
faktorii ligandlarini iiretebilirler. Bu yolla kanser hiicreleri, diger kanser hiicrelerine ¢esitli
bliylime faktorleri saglayarak tiimor gelisimini destekleyebilir ve iligskili doku i¢indeki
normal hiicreleri uyarabilirler [11, 13].

Sonug¢ olarak kanser hiicreleri kendi biiylime faktorlerinin ve biliylime faktori
reseptorlerinin miktarlarim1 kendileri ayarlayarak ve en Onemlisi sinyal yolagmin akis
yolundaki kontrol proteinlerini kapatarak bagimsiz bir sekilde biliylime ve ¢ogalmalarini
saglarlar. Onemli bir érnek, PI3K (fosfatidilinositol 3 kinaza) kars1 koyan fosfataz-tensin
homologundaki (PTEN) fonksiyon kayb1 mutasyonlaridir. PTEN fosfatazindaki fonksiyon
kayb1 PI3K sinyal yolagini bozar ve kontrolsiiz hiicre biiyiime ve cogalmasina sebep olarak

tiimor olusumunu tesvik eder [14, 15].

1.1.2.Baskilayici hiicre boliinme sinyallerine duyarsizhk

Hiicre yasamindaki en Onemli asamalardan bir tanesi hiicre dongiisiidiir. Hiicre
dongiisiiniin her asamasi1 kontrollii gergeklesir ve sonunda hiicre iki kardes hiicreye
boliiniir. Bu mekanizmanm saghkli isleyebilmesi donglideki farkli  kontrol
mekanizmalarma ve bu mekanizmalarda gorevli farkli proteinlere baghidir. Hiicre
cogalmasini uyaran sinyaller gibi hiicre dongiisii sinyal yolaginda da hiicre biiylime ve
cogalmasini engelleyen sinyaller vardir. Bu ¢ogalmay1 baskilayan faktorler, bir hiicrenin
sagliklt ve diizgiin cogalmasi i¢cin dongii mekanizmasmin kontrollii gerceklesmesini

saglarlar. Bir hiicre kanser hiicresine doniisme siirecine girdiginde hiicre dongiistindeki bu



kontrol proteinleri dongiiyli durdurabilir ve gerekirse hiicre 6liimiinii tetikleyebilirler. Bu
nedenle bu proteinleri kodlayan genlere ayni zamanda tiimor baskilayici genler de
denilmektedir. Ancak kanserlesme siirecindeki veya kanserlesmis bir hiicre bu timor
baskilayic1 genleri inhibe edebilir veya direk bu genlerdeki mutasyonlardan kaynakli
olarak bir hiicre kanserlesme siirecine girebilir. Ornegin, transforme edici biiyiime faktor
beta (TGF-B) ailesinin iiyeleri gibi, hiicre biliyiimesi, canlilig1 slirdiirme, farklilagsma ve
apoptoz gibi hiicresel siireclerde onemli rol oynayan c¢ok islevli proteinlerdir. Hiicre
biliylime ve gelisimini baskilayici role de sahip olan bu protein ailesinde meydana gelen
mutasyonlar kanserlesmeye yol acabilmektedir [16, 17].

Baslica tiimor baskilayic1 proteinlerden bir diger ikisi de RB (retinoblastom ile
iliskili) ve TP53 (Ttimor protein P53) proteinleridir. RB proteini, hiicre i¢inden ve disindan
gelen gesitli sinyalleri birlestirerek bir yanit olusturur. Bu yanit hiicrenin biliyiime ve
boliinme dongiisii boyunca ilerleyip ilerlemeyecegini belirler. RB yolagi fonksiyonunda
kusur olan kanser hiicrelerinde, kontrolsiiz ve siirekli bir hiicre boliinmesi gergeklesir. RB,
biiyiik dlciide hiicrenin disindan kaynaklanan biiylime engelleyici sinyalleri doniistiiriirken
TP53, hiicrenin hiicre i¢i sinyal mekanizmasinda gorev alan stres ve anormallik
sensorlerinden veri alir. Genomun hasar derecesi asir1 ise veya niikleotit havuzlarinin
seviyeleri, biiylimeyi tesvik eden sinyaller, glikoz veya oksijenasyon yetersiz ise TP53, bu
kosullar normale donene kadar daha fazla hiicre dongiisiiniin ilerlememesi i¢in durma
cagrisi yapabilir. Eger ¢cok fazla ve onarilamaz bir sorun oldugunda alternatif olarak TP53

apoptozu tetikleyebilir [18-20].

1.1.3. Programlanmis hiicre oliimiinden kagis

Hiicreler her ne kadar ¢ok 1yi savunma ve tamir mekanizmalarina sahip olsa da bazen
hiicre icerisindeki hatalar1 telafi edemez ve bu durumda hiicre kendini tamamen ortadan
kaldirmak i¢in apoptoz dedigimiz programli hiicre 6liim yolagina girer. Bu durum hiicre
yaslandiginda da s6z konusudur. Bu, hasarli DNA’da olusan hatalarin viicut iginde
yayllmasmi Onlemek ve bu hatalar1 elimine etmek icin hiicrelerin gelistirdikleri bir
yolaktir. Bu nedenle bu 6liim yolaginda gorevli proteinleri kodlayan genler de ayni
zamanda timor baskilayict genler olarak tanimlanmaktadir. Ancak kanser hiicreleri bu
normal hiicresel Oliim mekanizmasmni da engelleyerek c¢ogalma ve yayilimini
siirdiirebilmektedir. Tiimor baskilayict bu genler mutasyonlara veya baska hasarlara maruz

kaldiklarinda apoptotik sinyal yolagi bozulabilmektedir. Apoptoz siirecinin en 6nemli
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proteinlerinden bir tanesi olan TP53 proteinindeki bir mutasyonun ve bu mutasyon sonucu
bu proteinde meydana gelen bir islev kaybi sonucunda normal hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniismesine sebep olabilmesi buna en iyi drneklerden bir tanesidir [21, 22].
Apoptotik sinyal yolagindaki yukar1 akis ve asag1 akis efektor bilesenler 6zellikle kanser
tedavi siireglerinde oldukga ilgi goren hedefler arasindadir. Bu efektorlerin 6nemli bir sinifi
da oOlim yolaginda proteoliz kaskadini baglatmaktan sorumlu bir proteaz ailesi olan
kaspazlardir. Baslica kaspaz-3, -8 ve -9 kanser tedavisinde aktive edilerek kanserlesmis
hiicreleri 6liime yonlendirme yoluyla ortadan kaldirilmasi i¢in ¢okga ¢alisilan apoptotik

yolak bilesenleridir [23].

1.1.4. Siirekli boliinebilme yetenegi

Bir tiimoér olusumu milyarlarca hiicrenin birikimi, kontrolsiiz hiicre bdliinmesi,
apoptozdan kacinma ve sinirsiz  sayida replikasyon yapabilme yeteneklerini
gerektirmektedir. Viicudumuzdaki c¢ogu hiicre smnirhi sayida biiylime ve bdoliinme
yetenegine sahiptir. Belli sayida bolinmeden sonra hiicrelerin biiylimesi yavaglar ve
sonunda durur. Bunun nedeni DNA u¢ kisimlarinda bulunan ve DNA’nin korunmasini
saglayan telomer bolgelerinin somatik hiicrelerde belli bir boliinme siireci sonunda
kisalmasindan dolayidir. Telomeraz enzimi bu telomer yapilarmnin her replikasyonda
yenilenmesini saglar. Ancak hiicrelerde belli bir bolinme sayisindan sonra telomeraz
enzim aktivasyonunun azalmasi sonucu DNA’nin telomer bolgesi her hiicre dongiisi
sonrasinda yaklasik 100 baz ¢ifti kadar kisalir. Bu kisalma kritik seviyeye ulastigi zaman
hiicrenin boliinmesi durur. DNA yapisinda bozulmalar baslar ve hiicre apoptoza giderek
oliir. Saglikli somatik hiicreler bu mekanizma yoluyla replikasyonlarmni kendileri smirlar.
Fakatkanser hiicrelerinde bulunan telomeraz enziminin aktivasyonu telomerleri
koruyabilmekte ve hiicrenin siliresiz olarak c¢ogalmaya devam etmelerine sebep
olabilmektedir. Kanser hiicreleri bu nedenle “Oliimsiizlesmis” hiicreler olarak

isimlendirilirler ve % 90'indan fazlasi telomerazi aktive edebilir [24].



1.1.5. Anjiyogenez

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha hizli ¢ogalirlar ve siirekli yayilma
egilimindedirler. Kanser hiicreleri bu hizli biliyiime ve ¢ogalmay1 gergeklestirmek icin,
artan hiicre sayisma bagli olarak ihtiya¢ duyulan gerekli oksijen ve besini saglamasi
gerekir. Bu gereksinimi de yeni kan damarlar1 aracilifiyla gerceklestirir. Kanser hiicreleri
anjiyogenez olarak isimlendirilen bir siire¢le yeni kan damarlarmin olusumunu, yeterli
besinleri saglamak ve biiylimesini tesvik etmek icin uyarabilir. Yeni kan damarlari
olusumunda gorev alan VEGF ligandlarinin gen diizeyinde ifadesi ve diizenlenmesi, kanser
hiicrelerinde bozulur. Bu ligandlarin asir1 ifadesi anjiyogeneze ve devaminda metastaza

sebep olur (Sekil 1.4) [25].

o Tiimér hiicreleri e VEGF 'nin kan damari e Tiimériin kan akisim
farafindan VEGF olusumunu arttirmasi ve arttwmasi
salgilanmasi yeni olusan damarlann
tiimdre hareketi

‘Tiimér

Kan daman

Sekil 1.4. Timor gelisimde yeni kan damarlarinin olusumunu gosteren sema [26].

Embriyogenez sirasinda, damar sisteminin gelisimi, yeni endotel hiicrelerinin
dogumunu ve mevcut olanlardan yeni damarlarin filizlenmesine (anjiyogenez) ek olarak
kapiller tiiplere birlestirilmesini icerir. Bu morfogenezi takiben, normal damar sistemi
biiyiik 6lclide sabit hale gelir. Anjiyogenez siireci; eriskinlerde yara iyilesmesi ve kadin
ireme dongiisii gibi fizyolojik siireclerin bir pargasi olarak gegici bir siire devam eder.
Kanserlesme siirecinde ise tiimdr ilerlemesi sirasinda, “anjiyogenik bir anahtar” neredeyse

her zaman aktive edilir ve agik kalir, bu da normal olarak hareketsiz, sabit vaskiiler



sistemde siirekli olarak neoplastik biiyliimelerin devam ettirilmesine ve yeni damarlarin

filizlenmesine olanak saglar [27].
1.1.6. Metastaz

Metastaz kanser hiicrelerinin koken aldiklar1 doku veya organlardan viicudun bagka
bolgelerinde bulunan organ veya dokulara yayilmasmi ifade eder. Bu siire¢ birbirleriyle
iliskili anjiyogenez, invazyon, extravazasyon ve proliferasyon gibi bir seri olaylar zinciri
ile gerceklesir. Yukarida anlatildigi iizere anjiyogenez sonucunda yeni kan damarlari
olusur ve kanser hiicreleri komsu hiicrelerle olan baglantilarini kopararak primer timor
dokusu olarak isimlendirilen, kdken aldiklar1 dokulardan ayrilirlar. Buradan ekstraselliiler
matrikse gec¢is yapar ve kan damarlar1 yoluyla uzak bolgelerdeki diger doku ve organlara
gecip bu sistemleri de istila ederler [28].

Metastaz siirecindeki en 6nemli proteinlerden bir tanesi kadherinlerdir. Integrinler
hiicrelerin ekstraselliiler dokuya baglanmalarini saglarken kadherinler hiicreler arasindaki
baglantiy1 olustururlar. Bu kadherin sinifi proteinler i¢cinde 6zellikle E-kadherinler hiicreler
arasinda bir ¢imento gorevi goriir. E-kadherinlerle hiicrelerin birbirine baglanmasi,
hiicrelerin biiyiime sinyallerini de kapatmasini saglar. Bu sekilde hiicreler biiylime ve
cogalmalarini durdururlar. Ancak metastaz yapan kanser hiicrelerinde E-kadherinler
kusurludur. Bu nedenle bu protein grubunda meydana gelen bozulmalar 6nemli kanser

belirtileri olarak goriilmektedir [29, 30].

1.1.7. Enerji metabolizmasini yeniden programlama

Kanserlesme siirecinin en 6nemli belirtilerinden olan kronik ve genellikle kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi, hiicre ¢ogalmasinin sadece diizensiz kontroliinii degil, ayn1 zamanda
hiicre biliylimesini ve bolinmesini hizlandirmak i¢in enerji metabolizmasinda da bu
kontroliin gerekli ayarlamalarinin yapilmasmi gerektirmektedir. Bilindigi lizere aerobik
kosullar altinda, normal hiicreler glikozu, once sitozolde glikoliz ad1 verilen bir siiregle
piruvata doniistiiriir, daha sonra da mitokondride su ve karbondioksite kadar doniisiim
gerceklesir. Anaerobik kosullar altinda, glikoliz tercih edilir ve oksijen tiiketen
mitokondrideki siirece nazaran az piruvat elde edilir. Ilk olarak Otto Warburg kanser
hiicrelerinin enerji metabolizmasinin anormal bir 6zellige sahip olduklarmi gozlemlemistir.

Kanser hiicrelerinin 6nemli bir kism1 oksijen varliginda bile, glikoz metabolizmasini ve
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dolayisiyla enerji tiretimini smirlandirarak enerji eldesini biiyiik 6lgiide glikoliz siireciyle

sinirlamislardir. Bu siirece aerobik glikolisiz denilmektedir (Sekil 1.5) [31, 32].
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Sekil 1.5. Warburg Etkisini gosteren sema [33].

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyona gore sadece glikoliz yolu ile ATP iiretmenin
nispeten zayif etkinligi g6z oniine alindiginda, kanser hiicrelerinin neden mitokondriyal yol
yerine bu yolu tercih ettikleri ilging bir durumdur. Farkli yaklagimlara gore, artan glikoliz,
ozellikle hiicre biiylimesi ve boliinmesi i¢in gerekli niikleozitler ve amino asitler gibi
glikolitik ara maddelerin daha hizli ve ¢cok miktarda {iretilmelerini saglar. Bu siire¢ yeni

hiicrelerin olusturulmas: icin gerekli makromolekiillerin ve organellerin biyosentezini

kolaylastirir [34].

1.1.8. immiin sistemden kacis

Normal kosullaraltinda viicudun herhangi bir yerinde olusan kanser hiicreleri immiin
sistem tarafindan yok edilmektedir. Zayif immiin tepki durumunda kanser hiicreleri bu

sirecten kagabilmektedir. Tiimdrler, immiin tanima sistemindenfarkli yollar ile
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kaginmaktadirlar. Ornegin tiimor hiicreleri normal hiicrelerin olusturduklar: yeni antijenleri
ifade etmeyebilirler veya T hiicrelerinin aktivasyonunda gerekli bazi uyarict molekiillerin
ifadesini durdurabilirler. Bazi1 tiimor hiicrelerinde ise MHC (Major Histocompatibility
Complex Gene Region) antijenin ifadesi yapilmaz. Immiin denetimin yetersiz kalmasmin
nedenlerinden bazilarida: bir tiimoriin erken asamada gelismesi, immiin sistemi uyarmak
icin gerekli miktardan daha az antijenin olugmasi, bazi regiilatdr hiicreleri indiiklemesi
(CD4, CD25, FoxP3 ve T hiicreler) veya immiin sistemden kacabilen tiimor hiicrelerinin
hizl1 ¢cogalma yetenegine sahip olmasi olarak sayilabilir. Ek olarak bazi tiimorler kendileri
ile etkilesime giren antijenleri aywrarak antikorlar1 engelleme yoluna gidebilirler ve T

hiicrelerinin timor hiicreleri ile etkilesimini engellerler [35, 36].

1.2. Kanser Hiicre Hatlan

Kanser yaklasik 100 kadar farkli tiire sahiptir. Kanser hiicreleri isimlerini bazen
kokenlendikleri organlara gore veya etki ettikleri dokulara gore alirlar. Kokenlendikleri
organlara gore; karsinoma, sarkoma, miyeloma, 16semi/lenfoma ve karisik tip kanser tipleri
olarak bes smifa ayrilirlar. Etki ettikleri organ ve dokulara gore kanser tiirleri; deri,
akciger, meme, kolon ve serviks kanserleri olarak gruplandirilmaktadirlar.

Bu calismada kullanilan kanser hiicre hatlar1 A549 (kiiciik hiicre dis1 akciger
karsinomu), BEAS-2B (saglikli akciger epitel hiicre hatt1), Hep3B (hepatoselliiler

karaciger karsinoma) ve HCT116 (hepatoselliiler kolorektal karsinoma) hiicre hatlaridir.

1.2.1. A549 hiicre hatti (kiiciik hiicre dis1 akciger karsinomu)

Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK) diinyadaki kansere baglh 6liimlerin 6nde
gelen nedenlerinden biridir ve tiim akciger kanseri vakalarmin yaklasik % 85'ini
olusturmaktadir. EGFR ve ALK (Anaplastik lenfoma kinaz) gibi belirli tirozin kinaz
mutasyonlar1 icermesi 6zellikle hedefe yonelik tedavi gelistirmek i¢cinbu hiicre hatlar1 ilag
gelistirme calismalarinda 6nemli bir hiicre hattidir. Bununla birlikte, ila¢ direncinin ortaya
cikmasi, biyoteknoloji ve ilag endiistrisini, bu hastalik i¢cin yeni terapdtik yaklagimlar
gelistirmek i¢in hala 6nemli bir baski altinda birakmaktadir. Giiniimiizde hem temel
arastirma hem de ila¢ kesfi i¢in kullanilan ¢ok sayida kiigiik hiicredisi akciger kanseri

hiicre hatt1 bulunmaktadir. A549 hiicre hatt1 bir adenokarsinoma insan alveolar epitel
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hiicreleridir ve ilk defa 1973 yilinda 58 yasindaki bir erkek hastadan izole edilmistir [37,
38].

1.2.2. BEAS-2B hiicre hatti

Bronsiyal epitelyal kokeninin genel olarak tanmnmasi nedeniyle BEAS-2B hiicre
hatti, akciger karsinogenezi dahil solunum hastaliklar1 ile ilgili cok ¢esitli caligmalarda in
vitro hiicre modeli olarak yaygin kullanilmaktadir. BEAS-2B hiicre dizisi, 1988'de Curtis
C. Harris’in grubu tarafindan kanserli olmayan bir kisiden elde edilen normal insan
bronsiyal epitelinden olusturulan yaygin olarak kullanilan 6liimsiizlestirilmis ancak timor
dis1 bir insan hiicre hattidir. Hiicre dizisi, bir adenoviriis 12-SV40 hibrid viriisii ile
transfeksiyon ve ardindan ardisik hiicre gecisi ile 6liimsiizlestirme yoluyla kurulmustur.
Bronsiyal epitel hiicre hatt1 olarak etiketlendiginden BEAS-2B, akciger karsinogenezinde
epitel-mezenkimal gecisin (EMT) rolii dahil olmak iizere akciger karsinogenezinde yer
alan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 incelemek icin yaygimn bir sekilde kullanilmistir.
Ek olarak BEAS-2B hiicre hatti, potansiyel akciger toksisitesi veya akciger kanserojenligi
ile ¢esitli kimyasallarin ve biyolojik ajanlarin analiz edilmesi veya taranmasi i¢in in vitro

hiicre modeli olarak kullanilmaktadir [39].

1.2.3. Hep3B hiicre hatti

Primer karaciger kanseri, agirlikli olarak hepatoblastoma (HB) ve hepatoseliiler
karsinom (HCC), diinya ¢apinda 6liim nedeniyle yogunluk oraninda sirasiyla besinci ve
iiclincli sirada olan en yaygm kat1 tiimorlerindendir [40]. Bu 6zel kanserin in vitro
calismalar1 i¢in, HepG2 ve Hep3B hiicre hatlar1 siklikla deneysel model olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii bu hiicre hatlar1 1yi karakterize edilen karaciger kanseri hiicre
hatlaridir ve ayn1 zamanda bircok ortak Ozellige sahiptir. Bu nedenle paralel
karsilagtirmalar i¢in uygun hiicre hatlarin1 olustururlar. Ayrica bu iki hiicre hatti yeni
farmasotik ilaglar gelistirme ¢alismalarinda, ilgili enzimler hakkinda ve ilacin inhibisyonu
veya indiiksiyon potansiyeli hakkinda bilgi dahil olmak iizere ilag metabolizmasi ile ilgili

bilgi edinmeyi amaglayan hiicresel referans modelleridir [41].
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1.2.4. HCT116 hiicre hatt1

Kolorektal kanser, erkeklerde en sik teshis edilen {i¢iinci ve diinya capinda
kadinlarda en fazla goriilen kanserdir ve 2018 yilinda Amerikan Kanser Arastirma
Enstitiisiiniin istatistiklerine gore yilda 1,8 milyon vaka goriilmektedir [42]. Gelismekte
olan tlkelerde kolorektal kanser goriilme siklig1 artmaktadwr, bu da kismen lipit
metabolizmasina atfedilmektedir. Kolorektal kanser, 2012 yilinda meydana gelen tahmini
693.900 oliimle erkeklerde tiim maligniteler arasinda dordiincii en Oliimciil hastaliktir.
HCT116 hiicreleri insan kolon karsinomundan tiiretilir. HCT116 hiicreleri KRAS proto-
onkogeninin 13. kodonunda bir mutasyona sahiptir ve gen terapisi arastirmasi i¢in uygun

transfeksiyon hedefleridir [43].

1.3. Benzimidazoller

Schiff bazli metal bilesiklerden olan benzimidazoller biyolojik ve farmakolojik
uygulamalarda yillardan beri oldukga ilgi goren bilesiklerdir. Benzimidazoller bir benzen
halkasmin bir imidazol halkasina 4. ve 5. pozisyonlarindan kaynasmasi sonucu olusan bir
birlesik aromatik imidazol halka sistemidir (Sekil 1.6). Benzimidazoller genellikle alkol
ortaminda primer aminlerle ketonlarin veya aldehitlerin yogunlagma reaksiyonlar1 yoluyla
elde edilirler. Sahip olduklar1 halka sisteminden dolay1 g¢esitli biyolojik ve klinik
uygulamalar1 nedeniyle bir¢ok biyoaktif heterosiklik bilesikte bulunurlar. Dolayisiyla
proteinler, enzimler ve reseptorler gibi biyolojik makromolekiillerle etkilesime girebilirler.
Bu benzimidazoller hem asidik hemde bazik karakterlidirler. Benzimidazollerin diger bir
karakteristik 6zelligi tuz olusturma kapasitesine sahip olmalaridir. Aromatik bazli Schiff
bazlari, halka yapisiyla serbest elektron delokalizasyonu sonucunda biyolojik

uygulamalarda daha fazla potansiyel gostermistir [44, 45].

H
N 1
6
2
5 /
4 3

Sekil 1.6. Heterosiklik benzimidazol halka sistemi.
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Organik molekiillerde bulunan en baskin heteroatomlar esas olarak azot, oksijen ve
kiiktirttiir (N, O, S). Azot iceren heterosiklik bilesikler imidazol ve benzimidazol olarak
onemli farmakofor smifinin bir cercevesini olusturmaktadir. Astemizol, mebendazol,
enviroksim, karbendazim tiirevleri yaygin olarak kullanildig: ve ticarilestirildigi i¢cin bir¢ok
arastrmacmin dikkatini ¢ekmistir. Kaynasmis heterosiklik halka yapisi, azot bazlarinin
cekirdegini olusturduklart i¢in niikleotitlerin olusumu icin ¢ok Onemlidir [46].
Benzimidazol ve tiirevleri biyopolimerler ile kolayca etkilesime girer ve vitamin B12
tiirevlerine yapisal benzerliklerinden dolay1 biyolojik olarak aktif bilesiklerin gelistirilmesi

icin etkili potansiyele sahiptirler [47].

1.3.1. Benzimidazollerin antimikrobiyal aktiviteleri

Antibiyotiklerin yaygin kullanimi patojen mikroorganizmalarm bu ilaglara karsi
yiiksek direng gelistirmesine sebep olmus ve mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli bir sorun ortaya cikmistir. Bu nedenle, daha etkili ve daha az toksik yeni
molekiillerin bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilmesi acil bir durum
halini almistir. Bu gereksinim dogrultusunda son yillarda benzimidazol tiirevi bilesikler
sahip olduklar1 tedavi edici 6zelliklerinden dolayi, 1lgi ¢ekici ve ¢alisilan potansiyel ilaglar
olmuslardir. Heterosiklik bilesikler olan benzimidazoller bu amagla yiiksek derecede
yapisal ¢esitlilik sunmaktadir [48-50].

Funguslar, bakteriler, parazitler ve viriisler; bir¢ok antimikrobiyal ajanin
potansiyelini etkisiz hale getirmeye devam ettikleri i¢in kiiresel saglik sorunlarinin basinda
gelmektedirler. Bu mikroorganizmalarin prevalansi, uyarlamalar ve mutasyonlar, yeni
gelisen ilaglarin seciciligi ve bazi aday ilaclarin toksisite etkisi nedeniyle bir endise
olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar, tiiketicilerin veya
organizmalarin saglik durumunu, insan yasaminda ve hayvanlarda kayba yol acabilecek
sekilde etkiler. Dolayisiyla bu durum biyoaktif 6zelliklere sahip yeni bilesiklerin stirekli
arastirilmasini tesvik etmektedir [51].

Farkli benzimidazollerin mikroorganizmalar {izerinde etkisi farkli bakteriyel
metabolik sistemde gorev alan faktorler lizerinde olusabilir. Baz1 benzimidazoller 6zellikle
B-tubulin proteinlere baglanip mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek [52], septum olusumu

ve hiicre boliinmesinde gorevli FtsZ proteinini inhibe ederek [53], DNA topoizomeraz
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inhibisyonunu  gerceklestirerek [54,55] ya da bakterilerde biyofilm olusumunu
engelleyerek etkili antimikrobiyal aktivite gosterebilmektedirler [56].

1.3.2. Benzimidazollerin antikanser aktivitesi

Antikanser kemoterapotik bir ajan olarak sisplatinin kesfi, potansiyel antikanser
ajanlar olarak metallo-ilaglar alaninda Onemli gelismeleri beraberinde getirdi ve
arastirmacilar1 metal icerikli ilaglarn kesfine yoneltti. O zamandan beri bir¢ok potansiyel
metallo-ila¢ kesfedildi ve diinya ¢apinda kliniklerde, sisplatin, oksaliplatin, karboplatin
gibimetalo-ilaglar kanserleri tedavi etmek icin kullanildi. Bununla birlikte kanser
hiicrelerinin bu ilaglara kars1 artan direncini ve yiiksek tedavi maliyetini azaltmak icin,
potansiyel alternatiflerin tasarlanmasi ihtiyact dogmustur. Klasik olmayan metal bazli
kemoterapotikleri tasarlamak ve gelistirmek i¢in stirekli ¢aba sarf edilmistir. Bu nedenle,
bircok bilim insani yeni metal bazli antikanser maddeleri tasarlamak i¢in dikkatlerini
ozellikle ¢inko ve bakir olmak iizere gecis metallerine yogunlastirmistir. Her iki metal
iyonu, bircok metallo-proteinin aktif bdlgesinde belirgin bir rol oynayan biyo-temel
elementlerdir. Bakir redoks sistemleri viicuttaki katalitik siirece dahil olur. Bakir reaktif
oksijen tiirler1 (ROS), endojen DNA hasar1 ve niikleobaz afinitesi liretir ve bu nedenle
proliferatif aktiviteyi destekler. Biiylime ve gelisme i¢in ¢inko iyonuna ihtiya¢ vardir;
hiicrelerin metabolizmasinda 6nemli bir diizenleyici iyon olup, birkac¢ antikanser ilag ile
iligkili kardiyotoksisiteyi ve hepatotoksisiteyi azaltir. Ayrica bakir ve ¢inko da protein ve
DNA'ya kars1 afiniteye sahiptir, ancak baglanma egilimleri cogunlukla organik motiflere
baghdir. Bu nedenle, organik par¢anm/koordineli ligandin rolii de ¢ok Onemlidir. Bu
baglamda, benzimidazol kisimlar1 metal merkezleri, diizlemsellik ve proteinlerde imidazol
fonksiyonlarmi taklit edebildikleri i¢in benzersiz ve ilgingtir. Benzimidazol g¢ekirdegi
ayrica viicutta B12 vitamini bileseni olarak bulunur. Bir imidazol halkas1 olan biyolojik
olarak aktif farmakoforun varligi, antihistaminik, antitiiberkiiloz, anti-HIV, antihipertansif
ve antikanser gibi genis biyolojik aktivitelere sahip olmada cok yonliiliik saglar. Bu
nedenle benzimidazol tiirevli pargalarin ila¢ tasarimma girisi biyolojik aktiviteleri
artirabilir [57].

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin antikanser Ozellikleri hiicrenin molekiiler
mekanizmasinda bir¢ok farkli hedefe olan afinitelerinden kaynaklanir. Bu hedefler
apoptotik yolaktan hiicre dongii yolagina, hiicre iskeleti olusumuna kadar bir¢ok hiicresel

sinyal yolaklarinda bulunur (Sekil 1.7). Bu 6zelligi de benzimidazol tiirevlerinin etkili
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antikanser ajanlar1 olarak 6ne ¢ikmasini saglamaktadir. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin
kanser hiicrelerindeki hedef protein veya protein kompleksleri arasinda, tip I-1I
topoizomerazlar [58, 59], protein tirozin kinazlar [60], mikrotiibiiller [61], beta
glukoronidazlar [62] baslica sayilabilecek olanlardir.

Benzimidazollerin kanser tedavisinde etkili ilaglar olusturabilme potansiyeline sahip
olmalarmin nedenlerinden biri de ¢ok hedefli (multitarget) ilag olma potansiyeline sahip
olmasindan dolayidir. Bugiin tek hedefe yonelik kemoterapotik ilaglar ¢ok etkili
olamamaktadir. Kanser hiicreleri bu ilacin etkisinden kurtulabilmekte baska hiicre igi
sinyal yolaklar1 kullanarak biliyime ve c¢ogalmasini gerceklestirebilmektedir.
Benzimidazollerin heterosiklik halka yapisi hiicre i¢i sinyalizasyonda birden fazla hedef

iizerinde etkili ilaglar gelistirmek i¢in 1yi bir potansiyele sahiptir [63].
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Sekil 1.7. Benzimidazollerin hiicresel sinyalizasyonda bazi hedeflerini gésteren sema [64].

1.4. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Bir organizmanin dogumundan 6liimiine kadar siiren yasam dongiisii i¢inde bir
homeostasi (i¢ denge) s6z konusudur. Bu denge hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin durdurulmasi
ve apoptoz dedigimiz hiicre 6liim mekanizmalar: ile siirdiiriiliir. Bu dengenin bozulmas1
organizmanin normal yasamsal dongilisiinde sorunlara neden olur. Bu dengenin

stirdiiriildiigii en 6nemli mekanizmalardan birisi de hiicre dongiistidiir. Bu dongtide rol alan
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ve proto-onkogen olarak isimlendirilen bilesenlerde meydana gelen mutasyonlar timor
gelisimine, yine bu dongiide gorev alan tiimor baskilayici genlerde meydana gelen yapisal
bozulmalar ise anormal hiicre biliyiimesine ve ¢ogalmasina neden olur [65, 66].

Hiicre boliinmesi, esas olarak DNA replikasyonu ile karakterize iki ardisik siirecten
olusur ve kopyalanmig kromozomlarn iki ayri1 hiicreye ayrilmasiyla sonuglanir.
Baslangicta hiicre boliinmesi iki asamadan olusur: mitoz (M: niikleer boliinme siireci) ve
interfaz (iki M arasindaki stire) (Sekil 1.8). Bu iki mitoz arasinda G1, S (sentez) ve G2 fazi
bulunur. DNA'nin replike olmasi, S fazi olarak adlandirilan interfaz asamasmin belirli bir
kisminda gerceklesir. Hiicre S fazina girmeden 6nce DNA sentezine hazirlandig: bir bosluk
vardir. Bu bosluga G1 adi verilir. Bunu takiben hiicrenin mitoza hazirlandigi ve G2 olarak
isimlendirilen bir bosluk gelir [10]. G1, S, G2 ve M fazlari, normal hiicre boliinmesinde
hiicre dongiisiiniin alt bolimleridir. Hiicreler G1'de, DNA replikasyonu baslamadan dnce

bir dinlenme siirecine girer [65].

M
{MTitoz)

G2
{Gap 1)

Daran
Hiicreler

5
(DNA Senteri)

Sekil 1.8. Hiicre dongiisii evrelerini gdsteren sema [67].

Kanserlesme sirecinde  hiicre  boliinmesinin ~ genetik  kontroli  ve
diizenlenmesindesiirekli hiicre ¢ogalmasi ile sonuglanan bir dizi degisiklikler olusur.
Mutasyonlar proto-onkogenlerve tiimor baskilayic1 genlerde meydana gelir. Proto-
onkogenlerin trtinleri saglikli hiicrelerde, farkli seviyelerde hiicre ¢cogalmasini indiikleyen
yolaklarda gorev alirlar. Proto-onkogenlerin mutasyonu sonucu olusan mutant durumlar1
veya onkogenlerin kendileri tiimor biiyiimesini tesvik edebilir. Tiimor baskilayict genlerin
(P53 gibi) inaktivasyonu, normal kosullar altinda hiicre dongiisii siirecini engelleyen
proteinlerde islev bozukluguna sebep olur [68]. Kanserle baglantili hiicre dongiisiindeki

bozulma hiicre dongiistiniin farkli asamalarinda gorevli proteinlerdeki mutasyonlarla
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birlikte goriiliir. Kanserde hiicre dongiisiindeki mutasyonlar genellikle CDK’lar (Siklin
bagimli kinazlar), siklinler, CDK aktive edici enzimler, CDK substratlar1 ve kontrol
noktasi proteinlerini kodlayan genlerde belirlenmistir [66, 69].

Siklin D bir biiyiime sensorii gibi davranir ve mitojenik uyaranlarla hiicre dongiisii
arasinda bir baglant1 saglar. Siklin D1, G1'in baslarinda CDK4 ve CDKé6'ya baglanir.
Anormal siklin D1 ifadesi birgok insan kanserinde rapor edilmistir [70].

CDK'nin aktivasyonu, Cdc25 fosfataz ailesinin iiyeleri tarafindan fosforilasyon
yoluyla diizenlenir. Cdc25A, G1 / S-faz gegisinde 6nemli bir rol oynar. Cdc25B S-fazi
boyunca aktivasyonunu siirdiiriir ve Cdc25C, CDKI-siklin B'yi mitoz silirecine girene
kadar aktive eder. Cdc25'in deregiilasyonu veya asir1 ekspresyonu, CDK-siklinlerin
beklenmedik aktivasyonuna ve tiimor olusumuna neden olur. Cdc25A ve Cdc25B
potansiyel insan onkogenleridir. Meme kanseri vakalarmin % 32’sinde Cdc25B’nin asir1

ifade oldugu gozlenmistir [71].

1.5. Apoptoz

Hiicre oliimii, 6zellikle apoptoz, muhtemelen kanser tedavisinde, tedavi amagh en
cok calisilan konulardan biridir. Apoptotik yolak hem hastaligin patogenezine dair hem de
hastahigm ¢6ziimiine dair bilgi de vermektedir. Onceki kisimlarda bahsedildigi gibi
kanserde, hiicre boliinmesi ile hiicre 6liimii arasinda bir denge kaybi vardir ve 6lmesi
gereken hiicreler, bunun i¢in sinyal almamistir. Sorun, apoptoz yolu boyunca herhangi bir
adimda ortaya cikabilir. Apoptotik yolakta bir tiimdr baskilayict gen olarak gorev alan
p53°in asag1 sinyal yolaginda meydana gelen sorunlarmm ve bunun sonucunda p53’iin
inaktivasyonunun bir¢ok insan kanser hiicre olusumundan sorumlu olmasi buna en iyi
ornektir [72]. Apoptotik yol kanserdeki baslica sorunlardan biri olmasinin yaninda diger
taraftan bu Ozelliginden dolay1 kanser tedavisinde de bu sorunun ¢Oziimiiniin nedeni
olabilir.

Nekrozdan farkli olarak apoptoz, bir hiicrenin belirli kaynaklardan gelen uyaranlar:
aldiktan sonra kendisini 6liime gotiirdiigi durumu tanimlamaktadir. Apoptoz, 1970'lerde
Kerr ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir ve o giinden bu zamana kadar basta kanser
olmak tizere bir¢ok biyolojik siiregleri i¢in en ¢ok calisilan metabolik yolaklardan biridir

[73].
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1.5.1 Apoptozun morfolojisi

Apoptotik yola giren hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler genelde
biitlin hiicrelerde benzerdir. Bu morfolojik degisiklikler ¢ekirdek ve sitoplazmada meydana
gelen degisiklikler olarak ikiye ayrilabilir. Hiicre 6liimsiirecinin baslamasi ve hiicrelerin
parcalanmas1 arasinda yaklasik birka¢ saatlik siire gecer. Ancak bu siire apoptotik
uyaranlara ve hiicre tipine bagli olarak degisebilir [74].

Apoptozda olusan biyokimyasal degisimler esas olarakbaslica ii¢ tip degisiklik olarak
gozlenebilir:1) kaspazlarin aktivasyonu, 2)DNA ve protein parcalanmasi siireci ve 3)
membranda meydana gelen degisiklikler ve hiicrelerin makrofajlar tarafindan taninmasi
(Sekil 1.9). Apoptozun baslarinda, hiicre zarinin i¢ katmanlardan dis katmanlara gecen
fosfatidilserin (PS) ifadesi gerceklesir. Bu da, makrofajlar tarafindan 6l hiicrelerin erken
taninmasina izin verir. Bu asamadan sonra DN A'nin karakteristik olarak 50 ila 300 kilobaz
biliylik parcalara parcalanmasi gerceklesir. Daha sonra, endoniikleazlar ile DNA'nin
oligoniikleozomlara interniikleozomal parcalanmasi 180 ila 200 baz ciftinin katlari
seklinde meydana gelir. Bu 6zellik apoptozun karakteristigi olmasina ragmen, agaroz jel
elektroforezinde tipik DNA merdiveni nekrotik hiicrelerde de goriilebildigi i¢in spesifik
degildir. Apoptozun bir diger onemli siireci kaspaz ad1 verilen sistein proteaz ailesine ait
enzimlerin aktive edilmesidir. "Kaspaz" mn "k" si, bir sistein proteazina isaret ederken,
"aspaz", enzimin aspartik asit kisimlarindan parcalanmasma isaret eder. Aktiflestirilmis
kaspaz enzimleri bir¢ok Onemli hiicresel proteini ayirir ve niikleer iskeleyi ve hiicre
iskeletini parcgalar. Bunun yamisira, DNA’y1 daha da bozan DNAaz'im aktivasyonunu

saglarlar [75].
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Sekil 1.9. Apoptoz mekanizmasi [76].

1.5.2. Apoptotik yolagin biyokimyasal mekanizmasi

Apoptoz bozulmalar1 ile sonug¢lanan durumlarin patogenezini anlamanin ve apoptotik
genlerin veya bu apoptotik yolun belli hedefleri icin ila¢ gelistirebilmenin baslica yolu bu
yolagin mekanizmasini iyi anlamaktan geger.

Cevreden gelen uyaranlarla veya hiicrenin kendi dongiisiinde olusan hatalar sonucu
olusan sinyallere bagli olarak apoptoz baslamaktadir. Hiicre dis1 uyaranlar olarak tiimor
nekroz faktorii (TNF), koloni uyarict faktorler (CSF) noron biiyiimefaktorii (NGF) ve
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) gibi maddelerin hiicrenin bulundugu ortamda
miktarlarindaki diisiis gibi uyaranlar sayilabilir. Bunlarin disinda radyasyon, ilaglar ve
cesitli antijenlerin etkisi de apoptozun baslatilmasinda etkilidir. Otoimmun hastaliklarin
meydana gelmesinde onemli bir yer tutan Fas/FasL. ve sFas proteinleri hiicreyi apoptoza
gotlirebilmektedir. Bazi virtislerinde (influenza viriisii, adenoviriis vd.) TNF reseptorii
iizerinden veya hiicrenin genetik yapisini bozarak apotoz siirecini baglatabilmektedir [77].

Apoptozu baglatan hiicre i¢i uyaranlara; sitokinler, TNF, hiicre i¢i kalsiyum
miktarinda meydana gelen artiglar, genlerde meydana gelen hasar sonucu bir tiimor
siipresor gen olan p53’ilin aktivasyonu, glukokortikoidler ve onkogenler (c-myc gibi)
dahildir. Bunun yanisira sitotoksik antikanser ilaclar, radyasyon ve hipoksi gibi nekroza
sebep olabilen etkenler apoptoz siirecini de baslatabilirler. Apoptoz siireci genel olarak

cevresine fazla etki etmeden ilerlese de bazi durumlarda g¢evre dokularda bulunan
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hiicrelerde nekroza sebep olabilir. Apoptoz siireci; DNA hasar1 sonucu olusan genlerin
yanit1, 6liim sinyallerinin hiicre membram tarafindan alinmasi (Fas ligand1) ve proteolitik
enzimlerin hiicreye dogrudan girisi (granzim) olmak tiizere {i¢ farkli sekilde gerceklesebilir.
Apoptoz siirecininin temel olarak {ic anahtar bileseni bulunmaktadir. Bu bilesenler;
kaspazlar, Bcl-2 ailesi proteinleri ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1)
proteinidir. Bu bilesenlerin aktive olmasi apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar,
cekirdek zarmmm parcalanmasi, DNA’nin fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi
veapoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerin nedendir [78].
Apoptotik hiicre 6lim mekanizmasinda sinyalizasyon iki temel siire¢ {izerinden
ilerlemektedir. Birinci siire¢ hiicre yiizeyinde bulunan 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla
baslayan ekstrinsik yol, bir diger ismiyle Fas/Fas-Ligand yolu digeri ise genellikle stresle
tetiklenen ve mitokondrideki degisikliklerle devam eden intrinsik yani mitokondriyal

yoldur.

1.5.2.1. Ekstrinsik apoptoz yolagi

Ekstrinsik 0liim yolagi bazi 6liim reseptorlerinin uygun ligandlara baglanmasi
aracilifiyla gergeklesir. Bu yolakta simdiye kadar en iyi anlasilan siire¢ Fas/Fas-ligand
ekstrinsik 0liim yolagidir [79]. Hiicre Olim reseptorleri olan Fas ve Tiimor Nekroz
Faktoriin (TNFR-1) FasL ve TRAIL ligandlar1 ile etkilesime girmesi sonucu ekstrinsik
apoptoz yolagi indiiklenir. Hiicre ylizeyinde bulunan bu membran reseptorleri, TNFR
(Tiimoér Nekroz Faktor) protein ailesinin tyesidirler. Fas ve TNFR-1 proteinleri,
ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarist alinmig olur ve bir seri protein-protein
etkilesimine girerler. Daha sonra TRADD (TNFR-1 associated death domain) ve FADD
(Fasassociated death domain) ile etkilesime girerek DISC (Death-interducing signaling
complex) kompleksini olustururlar. DISC kompleksi i¢inde inaktif prokaspazin aktif
kaspaz-8’e doniisiimii gergeklestirilir. Bu doniisiim kaspaz kaskadi dedigimiz siireci aktive
eder. Bunun sonucunda meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler iki yolla
apoptozun indiiksiyonu gerceklesir. Bunlardan birincisi hiicre ylizey reseptorlerine 6liim
indiikleyici ligandlarin baglanmasi1 yoluyla gergeklesir. Ikincisi ise sitotoksik T

lenfositlerle apoptozisin indiiksiyonu saglanmis olur [80].
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1.5.2.2. Intrinsik apoptoz yolag:

Bazi durumlarda apoptoz siireci hiicresel stresten sonra ag¢iga c¢ikan intrinsik
sinyaller ile baglatilabilmektedir. Hiicresel stres farkli nedenlerle olusmaktadir. Viral
enfeksiyonlar, hipoksi, radyasyon, kimyasallar gibi etkenlerle olusabildigi gibi biiylime
faktorlerindeki noksanlik ya da oksidatif stresin olusmasi durumlarinda da hiicresel stres
meydana gelebilir. Intrinsik sinyaller apoptozu iki yolla tetikler. Bunlardan bir tanesi
mitokondriyal intrinsik yolak, digeri de endoplazmik retikulum yolagidir. Endoplazmik
retikulum yolagi halen ¢ok fazla aydinlatilamamistir. Bu yolakta hipoksi, serbest radikaller
ve aclik gibi hiicresel stresler sonucu hiicrede protein sentezinde bir azalma meydana gelir
ve bu durum bir adaptdr protein olarak bilinen TNF reseptor baglantili faktor 2 (TRAF2)
proteini prokaspaz-12°den ayirir ve prokaspaz-12 aktif hale gecerek apoptozu tetikler [81].
Mitokondri organeli araciligiyla gerceklesen intrinsik yolakta ise hiicre Oliim sinyali,
kaspaz-8 ve Bid (BH3-sadece Bcl-2 ailesinden bir molekiil) tarafindan indiiklenen bir
mitokondriyal siire¢ ile artirilabilir. Mitokondriden sitokrom-c agiga cikar ve bu
sitoplazmada apoptozu aktive edici faktéor (APAF-1), TP ve prokaspaz-9 ile birlikte
apoptozomu olusturacak siireci baslatir. Bu kompleks, kaspaz-3 ve kaspaz-8 gibi bazi
proteolitik enzimleri aktivasyonu saglar [82, 83].

Intrinsik yolakadindan da anlasilacagi iizere, hiicre iginde baslatilir. Geri
déniisiimii olmayan genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca** konsantrasyonlar1 ve
yiiksek oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar, mitokondriyal yolun baglatilmasma sebep olan bazi
tetikleyicileridir. Instinsik apoptoz yolagi, artmis mitokondriyal gegirgenligin ve sitokrom-
c gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salmmasinin bir sonucu olarak
uyaranlardan bagimsiz olarak baslar. Intrinsik apoptoz yolubaslica Bcl-2 ailesine ait olan
bir grup protein tarafindan regiile edilir. Bcl-2 protein ailesi pro-apoptotik (Bax, Bak, Bcl-
Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1)
protein gruplarindan olusur ve apoptozun intrinsik yolagmin regiilasyonundan
sorumludurlar. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin mitokondriden salinimini
engelleyerek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu salinim tetiklerler. Bcl-2
ailesinin {iiyeleri arasindaki dengenin bozulmasi, pro-apoptotik proteinlerin ifadesinde
azalmaya ya da anti-apoptotik proteinlerin ifadesinde artmaya sebep olarak kaspaz-9
aktivasyonu engellenmektedir. Mitokondriyal intermembran boslugundan sitoplazmaya
baska faktorlerde salinir. Bu apoptotik faktorler arasinda apoptoz indiikleme faktorii (AIF),
mitokondriden tiiretilmis kaspaz aktivitesi (Smac), Diisiikk pI (DIABLO) ve Omi/yiiksek

sicaklik gereksinimli protein ile dogrudan IAP baglama proteini vardir. Sitokrom-c'nin
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sitoplazmaya salmnimi, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz-9'dan olusan apoptozom olarak
bilinen bir kompleksin olusumunu saglar. Apoptozom kaspaz-3'iin aktivasyonuna neden
olur. Diger taraftan Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2 apoptoz proteinlerinin (IAP)
inhibitériine baglanarak kaspazin aktivasyonunu tetikler ve IAP'lerin kaspaz-3 veya

kaspaz-9 ile etkilesimlerinde bozulmaya neden olur [75, 84].

1.5.3 Apoptozun diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesi baslica Bcl-2/Bax protein ailesi tarafindan gerceklestirilir.
Bcl-2 protein ailesinin simdiye kadar 20 {iyesi tanimlanmistir. Bu proteinlerden bazilar1
apoptoz inhibitorii olarak gorev alirken (anti-apoptotik), bazilar1 da apoptozu tetikler ve
pro-apoptotik proteinler olarak isimlendirilirler. Apoptotik 6liim sinyalinin alinmasindan
sonra Bax (pro-apoptotik) proteinleri, anti-apoptotik proteinler tarafindan regiilasyonu
gergeklestirilen mitokondri zarmin stabilitesini bozarak iyon gec¢irgenligini azaltirlar.
Zardaki bu degisiklikler, sitokrom-c ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri
zarniginde yer alan faktdrlerin sitoplazmaya ge¢mesine sebep olur. AIF dogrudan
yogunlasan kromatine ve parcalanan g¢ekirdege yonelir. Sitoplazmadaki sitokrom-c bir
sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanir. Bu komplekse ATP’nin de baglanmasiyla
‘apoptozom’ olarak isimlendirilen protein kompleksi olusur. Apoptozom prokaspaz-9’u
aktive eder. Kaspaz-9 prokaspaz-3’ii keserek kaspaz-3’ii aktif duruma getirir ve bir seri

kaspaz aktivasyonunu baslatir [82]. Sekil 1.10. de apoptozun regililasyonu gosterilmistir.

! «— o Kaspaz-3
m tnalktf BH, S
%

¢ OLUM SINYALI T Kaspaz:3
aktivasyonu
Altif BH, — > OBax {J -
;\-lftc_)kondr{f_: < ]‘C\. :.l— ,fi x
2 5):’{:" »-2 Kaspaz-9
Anﬂ-apopton]‘\ Bax/Bak S S
ch}Z'm'n A\ oligomerisation f?;-'* U2 ile apoptozom
bloldanmas: ), ¥ &} %) olusumu

B
— = "l KI/
AV

)/ Inaktif APAF1

Sitokrom ¢ salmim

Sekil 1.10. Apoptozun diizenlenmesini gésteren sema [85].
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1.5.4. Apoptoz ve karsinogenez

Bir hiicreyi kanserlesmeye gotiiren siire¢ baslica hiicre cogalmasinin artmasi ve
apoptozun azalmasina bagli olarak gerceklesir. Birgok kanser hiicresi, anti-apoptotik
proteinlerin ifadesini artirarak veya pro-apoptotik hiicre 6liim bilesenlerinin aktivasyonunu
gerceklestirerek, hiicrenin  6liim siirecinden kagmak i¢in farklt mekanizmalar
olusturmaktadir. Genel olarak, kanser hiicrelerinin apoptoz siirecinden kacis yollar1 su
sekillerde ifade edilebilir: 1. Bcl-2 proteinlerinin dengesinin bozulmasi, 2. p53 kusurlar1 ve
mutasyonlar1, 3. Inhibitdr apoptoz protein ailesi (IAP) molekiilleri ifadesinin artis1, 4.

Kaspaz islevinin azalmasi, 5. Reseptor sinyal yolaginin bozulmasi (Sekil 1.11) [75].
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Sekil 1.11. Apoptozdan kacis yollarin1 gosteren sema [75].

1.5.4.1. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi

Apoptozda rol alan en 6nemli protein gruplarindan bir tanesi Bcl-2 protein ailesidir.
Bcl-2 protein ailesi pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden olusur. Bu proteinler
apoptozun diizenlenmesinde Ozellikle mitokondriyal seviyede intrinsik yolakta gorev
alirlar. Tim Bcl-2 {yeleri dis mitokondriyal zarda lokalize olarak bulunurlar ve
mitokondriyal zar gegirgenliginden sorumlu olarak hiicrelerin hayatta kalmasinda 6nemli

diizenleyicidirler. Bcl-2 protein ailesi tiyeleri gorevlerine gore lic guruba ayrilir. Birinci
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grup, dort Bcl-2 homologu (BH) domainine sahip, anti-apoptotik Bcl-2 proteinleridir ve
hiicreleri apoptotik uyarilardan korurlar. Bunlarin baglicalar1 Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcel-
w’dur. Ikinci grup Bcl-2 protein ailesi iiyeleri pro-apoptotik aktivite gdstererek apoptotik
yolun tetiklenmesini saglarlar. Bu protein grubu icerisinde Bid, Bim, Puma, Bad ve Bik
gibi proteinler bulunur. Ugiincii grup Bcl-2 iiyelerinin hepsi de dort BH domaini icerir ve

pro-apoptotiktir. Bu sinifa giren proteinler Bax, Bak ve Bok/Mtd’dir [86, 87].

1.5.4.2. p53 mutasyonlan

p53 hiicre yasam dongiisiiniin en énemli proteini olarak goriiliir. Bunun nedeni p53
proteininin en 1yi bilinen tiimor baskilayici proteinlerden bir tanesi olmasidir. ‘Genom
Mubhafiz1’ olarak isimlendirilir. DNA yikimini, kromozom anormalliklerini tespit etmek ve
hiicre dongiisiinde tamiri baslatmak i¢cin dongliyli durdurmak p53 proteininin gorevleri
arasindadir. Kesfinden bu yana oOzellikle kanserdeki rolii ve etkisi oldukca c¢ok
arastirilmistir. Bu protein sadece apoptozda degil hiicre dongiisti, farklilagsma, DNA
rekombinasyonu gibi bircok molekiiler mekanizmalarda 6nemli rol oynamaktadir. Bugiin
bilinen insan kanser hastaliklarinin yaklasik yarisinda p53 proteininin kusurlu oldugu rapor
edilmistir [88, 89].

p53, pro-apoptotik bir protein olan Bax’in ifadesini artirarak sitokrom-c’nin
mitokondriden salinmasini aktive eder ve sitokrom-c kaspaz kaskadini baslatarak hiicre
Olimiinii tetikler. pS3 proteini, genomumuzun biitiinliik icinde kalmasi i¢in hayati 6neme
sahiptir. Cogu kanser tiiriinde, p53 ve diger bir 6nemli hiicre dongii proteini olan

retinoblastomalar ya kusurludur ya da ifadeleri susturulmustur [90].

1.5.4.3. Apoptoz inhibitor protein ailesi (IAPs’lar)

Apoptoz inhibitorleri (IAP'ler), apoptotik yoldaki kanser hiicrelerini apoptotik
uyarima duyarsizlastiran bir grup anti-apoptotik faktordiir. Baslica kaspaz-3 ve kaspaz-7
olmak tiizere, baslatic1 kaspazlara baglanarak aktivitelerini inhibe eder ve hiicre 6liimiinii
engellerler. Su anda memelilerde sekiz IAP tanimlanmistir. Bunlar X-linked apoptoz
inhibitorii (XIAP), hiicresel IAP1 (cIAP1), cIAP2, Livin, IAP-like protein 2 (ILP2), ndral
apoptoz inhibitor proteini (NAIP), Survivin ve BRUCE proteinleridir. IAP'ler, hiicreleri

apoptozdan korumak i¢in bir proteinin inhibisyonuna yol agabilecek karmasik etkilesimler

26



yoluyla birbirleriyle etkilesir. Kaspazlarm BIR domainine baglanarak kaspazlarin

substratlariyla birlesmesini engellerler ve kaspazlari inhibe ederler [91].

1.5.4.4. Azaltilms kaspaz aktivitesi

Kaspazlar, hiicre 6liimiinii diizenleyerek homeostaziyi korumak icin énemli bir
gen ailesidir. Kaspazlar, aktif bolgesindeki katalitik sistein kalintilarina bagli olan ve
sadece substrattaki belirli aspartik asit kalintilarindan sonra ortaya ¢ikan bir reaksiyonda
peptit baglarmi1 hidrolize eden endoproteazlardir. Kaspaz aracili islem substrat
inaktivasyonuna yol acabilse de, ayni zamanda apoptoz ve enflamasyon gibi diizenli
islemlere katilan aktif sinyal molekiilleri de iiretebilir. Buna gore, kaspazlar genel olarak
apoptozda (kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9, memelilerde) ve enfeksiyonda (kaspaz-1, -4, -5, -12)
bilinen rolleri ile siniflandirilmistir. Apoptoza karisan kaspazlar etki mekanizmalarina gore

baslatict kaspazlar (kaspaz-8 ve -9) ve uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olmak
iizere iki gruba ayrilmistir [92].

Viicudumuz kendisini kanser gelisimine karst korumak i¢in ¢esitli gelismis
mekanizmalar kullanir. Bu mekanizmalar DNA mutasyonlarmi tanir ve hatali DNAnin
onarimini veya etkilenen hiicrenin onkojenik hale gelmeden once Olimiinii indiikler.
Kaspazlar apoptoz i¢in ¢ok dnemli oldugundan, bu enzimlerin ve bunlarin dahil olduklar1
yollarin deregiilasyonunun mutasyona ugramis hiicrelerin kaliciligina yardimci olabilmesi

ve timor olusumunu tesvik etmesi sasirtict degildir [93].

1.5.4.5. Bozulmus dliim reseptor sinyali

Oliim reseptorleri; tiimdr nekroz faktorii (TNF) reseptdr geni siiper ailesinin
iiyeleridir, genis bir aralikta 20'den fazla protein igerirler. Hiicrenin diizenlenmesi de dahil
olmak tizere 6liim ve hayatta kalma, farklilasma veya bagisiklik diizenlemesi gibi birgok
biyolojik fonksiyonlarda gorev alirlar [94]. TNF siiper ailesinin 6liim reseptorleri yoluyla
apoptotik yolaktaki sinyaller 1yi aydinlatilmistir ve 6liim reseptorleri artik kanserdeki en
ilgi ¢ekici terapotik hedeflerden birisi olmuslardir. Ekstrinsik yoldan indiiklenen hiicre
olimii, TNF reseptor siiper ailesinin ¢esitli liyelerinin aracilik ettigi sinyalleri takiben
kapsamli bir sekilde incelenmistir. TNF siiper ailesi, iki ila bes sistein agisindan zengin

hiicre dis1 tekrar dizisi ile karakterize edilir. TNF siiper ailesine ait 6liim reseptorleri,
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apoptotik sinyallerin iletimi i¢in gerekli olan yaklagik 80 amino asidin homolog, hiicre i¢i
Olim alanin1 paylasir. Fas veya Apol olarak adlandirilan CD95, TNF reseptorii siiper
ailesine ait en iyi bilinen 6liim reseptdriidiir. Oliim reseptérlerini hedeflemenin yararli bir
yaklasim oldugu diistiniilmektedir, ¢linkii ekstrinsik yol alternatif olarak veya tamamlayici
olarak kanser hiicrelerinde apoptozun yani sira kemoterapdtiklerde ve 1simnlamada intrinsik

yol aracil1 apoptozu indiikler [95].

Oliim sinyali yollarmndaki bazi anormallikler hiicrelerin eksintrik yol {izerinden
apoptozdan kurtulmasma sebep olmaktadir. Bu tiir anormallikler genellikle reseptoriin

asag1l sinyal yolagindaki diizenlemelerden meydana gelen bozulmalardan meydana

gelmektedir [96, 97].

1.6. Kaspaz-3 Aktivasyonu

Kaspazlar, programlanmis hiicre Olimiiniin (apoptoz) O©nemli aracilaridir.
Kaspazlar veya sisteine bagimli aspartata O0zgii proteazlar, 6zellikle organ gelisimi
sirasinda dnemli bir biyolojik olay olan bir hiicre i¢inde apoptozu baslatmak ve uygulamak
icin ¢ok Onemli bir enzim ailesidir. Cevresel isaretler ve hiicresel sinyaller, oncelikle
kaspazlarin proteolitik aktivasyonu yoluyla programlanmis hiicre olim kaskadinin
baslatilmasini tetikler. Spesifik bir efektdr kaspaz, apoptozun baslamasi iizerine kesilen ve
boylece aktive edilen bir protein olan kaspaz-3'tiir. Kesilmis (Cleaved) kaspaz-3, poli ADP
riboz polimeraz (PARP) ve diger substratlar dahil olmak {izere, akis asagi hedefler
iizerindeki enzimatik aktivite yoluyla bir apoptotik sinyal yaymaktadir. Hiicre
biyolojisinde, enzimin hem par¢alanmamis hem de parcalanmis versiyonlarin tespit eden
kaspaz-3 antikorlari, hiicre 6limii indiiksiyonunun giiclii gostergeleridir [98]. Ek olarak
kaspaz-3, hem kaspaz-8 hem de kaspaz-9 baslatic1 kaspazlar tarafindan kesilen ve aktive
edilen biiylik bir yiirlitiicii kaspazdir [99]. Kaspaz-3 antikorlari, potansiyel terapotik
ajanlarim sitotoksik mukavemetini ve etkinligini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu bulgularla birlikte, kaspaz-3 antikorlarmin, apoptotik hiicrelerin
tanimlanmasinda daha yaygin kullanimlarina ek olarak hastalik prognozu ve ilerlemesinin

belirlenmesinde klinik bir rol oynayabilecegini gostermektedir [100].
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1. KAYNAK OZETLERI

Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) fizyolojik islevi, epitel doku
gelisimi basta olmak {izere homeostazinin diizenlenmesinde Onemli bir proteindir.
Patolojik durumlarda, ¢ogunlukla akciger ve meme kanserinde ve glioblastomda, EGFR
timor olusumunun baslica sebeplerinden birisidir. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin bu
protein kinaz lizerindeki etkinligi ¢esitli calismalarla belirlenmeye calisilmaktadir. Bu
calismalardan bir tanesi M. J. Akhtar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismadir. Bu ¢aligmada
pirazol bagli, bir dizi yeni benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen tiim
bilesiklerin MCF-7, HaCaT, MDA-MB231, A549 ve HepG2 insan karsinoma hiicre hatlar1
iizerindeki sitotoksik aktivitelerini test ettikleri ¢aligmalarinda bilesiklerin bu hiicre hatlar1
iizerinde EGFR reseptor inhibisyonu aktivesine sahip olduklar1 gozlemlenmistir.
Bilesiklerin cogunun test edilen hiicre hatlar1 {izerine antiproliferatif etki gosterdigi rapor

edilmistir [101].

Fosfoinositol-3 kinaz (PI3K) inhibitorleri kanser tedavi ¢alismalarinda oldukga
onemli bir yere sahiptir. Keza PI3K sinyal yolagmm bozulmasi ve hiicreye kontrolsiiz
besin girisi kanserin belirli 6zelliklerinden bir tanesidir. PI3K izoformlar1 farkli sekillerde
normal hiicrenin kanser hiicresine doniisiimii siirecini kontrol etmektedir ve PI3K beta,
PTEN kusurlu tiimorlerin tiimorlesme siirecinde gorev alan izoform olarak aciga ¢ikmustir.
Certal ve arkadaslar1 PI3K beta segici inhibitorleri olarak gorev yapan bir seri
benzimidazol ve benzokiasol-piyrimidonlarin yeni bir serisini kesfettiler ve bunlarin
optimizasyonunu ger¢eklestirdiler. Bu bilesiklerden bazilar1 PTEN kusurlu insan tiimor
ksenograflar1 ile implante edilmis SCID farelere oral olarak tolera edilebilen dozlarda

uygulandiginda, bunlarin tiimér biiylimesini geciktirdigini gostermislerdir [102].

Chen ve arkadaslar1 benzimidazol akridin bilesiginin in vitro sartlarda insan kolon
kanser hiicre hatlarma karsi antikanser etkisini hangi mekanizmalar1 nasil etkileyerek
gosterdigini arastirdilar. Bu benzimidazol tiirevi bilesigi kolon kanser hiicre hatlar1t SW480
ve HCT116 ile inkiibe ederek bu hiicre hatlarinda bilesigin ¢ogalma ve apoptoz ile ROS
iretimi lizerindeki etkilerini gézlemlediler. Bu bilesigin, bu hiicre hatlarinda ¢ogalmay1
baskiladig1 gosterilmistir. MTT Olglimleri 1Csy degerlerinin SW480 ve HCT116 hiicre
hatlar1 i¢in swrasiyla 6.77 ve 3.33 umol/L oldugu hesaplanmistir. Ayrica bu bilesigin
HCT116 hiicre hattinda baslica Bcl-2’nin ifadesinde azalig1 ve 6liim reseptorii-5’in (DRY)

ifadesinin artism1  ve kaspazlarin aktivasyonunu saglayarak apoptozu tetikledigi
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gozlemlenmistir. Bunun yaninda bu bilesigin HCT116 hiicre hattinda ROS iiretimini ve
mitokodriyal membran depolarizasyonunu indiikleyerek bu hiicre hatlar1 {iizerinde

sitotoksik etki gosterdikleri tespit edilmistir [103].

Niklosamid, kolon, meme ve miyelom dahil olmak iizere cesitli kanserlerde Wnt
/-katenin sinyal yolagmin etkili bir inhibitorii olarak gelistirilmistir. Wnt/-katenin
sinyalizasyon yolu meme kanseri (TNBC) hiicre hatlarinda, diger meme kanseri alt tipleri
ve normal dokularla karsilastirildiginda yukar1 sinyal yolaginda diizenlendigi bir¢ok
arastirma ile tespit edilmistir. Niklosamid gibi su an kullanilan WNT/-katenin inhibitorleri,
bu sinyalizasyon yolunu spesifik olarak hedeflemez ve in vivo olarak zayif
farmakokinetik/farmakodinamik 06zellik gosterirler. Bu bilgilere dayanarak Gangrade ve
arkadaslar1 sentezledikleri yeni benzimidazol bilesiklerinin bu sinyal yolagmi spesifik
olarak hedeflediklerini gostermislerdir. Bu bilesiklerden bazilarmin TNBC hiicre hatlar1
iizerinde normal hiicrelerde oldugundan daha fazla sitotoksik aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Bunu da, kanser hiicre hatlarinda normal hiicre hatlarinda oldugundan daha
fazla mTOR sinyalizasyonunu inhibe ederek gerceklestirdikleri ortaya konulmustur. Bu
yeni bilesiklerden bazilarmin, Wnt/-katenin sinyal yolagini inhibe etmelerinin yani sira

mTOR, STAT3 ve Nortch sinyalizasyonlarini da azalttiklar1 saptanmistir [104].

Kolorektal kanser (CRC) Diinya ¢apinda olduk¢a yaygin ve en sik goriilen
malignant tiimorlerden biridir. Su anki kullanilan terapiler bu tiimoér grubu iizerinde
oldukca smirli tedavi olanag1 sunmaktadir. L.J. He ve arkadaslarinin sentezledikleri bir dizi
benzimidazol-isoquinolinon tiirevi bilesigin 6zellikle kolorektal kanser hatlar1 {lizerinde
etkili antikanser Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilesiklerin iki 6nemli hiicre
hatt1 olan SW480 ve HT29 hiicre hatlarinda hiicre dongiistiniin G(2)/M fazinda dongiiyii
durdurarak, p21 ve p53 aktivitelerinde artisa yol agtig1 gosterilmistir. Bunun yanisira, yine
ayni calismada, CRC hiicre hatlarinda mitokondriyal aracili apoptozun da tetiklendigi
gdzlenmistir. Ilging bir sekilde AKT, mTOR ve 4E-BP1 seviyeleri azalirken, PTEN nun
hiicre i¢indeki seviye ve stabilitesinde bir degisiklik gozlenmemistir. PTEN’u
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin kontroliinii gergeklestirdigi i¢in antiproliferatif
etkilerin PTEN-aracili timor baskilamasi yoluyla meydana geldigi tespit edilmistir [ 105].

Nayak ve arkadaglar1 sentezledikleri 2-aril benzimidazol bilesiginin insan meme
kanser hiicre hattt MCF-7 iizerindeki sitotoksik etkisini inceledikleri arastirmalarmda, bu

bilesigin hiicreleri, hiicre dongiisiiniin G(2)/M fazinda durdugunu gostermislerdir.
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Topoizomeraz II inhibisyon 6l¢ciimii ve Western blot analizi bu bilesigin etkili bir sekilde
topoizomeraz II’yi inhibe ettigini ve bunun da hiicreyi apoptotik hiicre Oliimiine
yonlendirdigini gostermistir. Calisma bu bilesigin, hiicreleri kaspaz bagimli olmayan bir
yol iizerinde apoptotik yola gotiirdiiklerini ortaya ¢ikarmistir. Benzimidazol tiirevi bilesigin
tiimor olmayan meme epitel hiicreleri olan MCF-10 iizerinde ¢ok az sitotoksik etkiye sahip

oldugu da belirlenmistir [106].

Zhao ve arkadaglar1 tarafindan iki tane bakir igeren benzimidazol bilesigi sentez
edilmis ve bu bilesiklerin karakterizasyonu yapilmistir. Bu bilesiklerin farkli kanser hiicre
hatlar1 (SMMC7721, BGC823, HCT116 ve HT29) iizerindeki sitotoksik etkilert MTT
analiz yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Bu iki bilesigin 6zellikle HCT116 hiicre hatti
iizerinde cogalmayi inhibe etme oOzelliklerine sahip olduklar1 gdsterilmistir. Morfolojik
degisiklikler ve flowsitometri analizi, bu benzimidazol bilesiklerinden bir tanesinin
HCT116 hiicrelerini apoptotik yola siiriikledigini ortaya koymustur. Bu deneysel sonuglar,
benzimidazol-kinolinil bazli bakir komplekslerinin potansiyel antineoplastik ajanlar olarak
kullanilmak tizere gelistirilmesinde faydali olabilecegini ve bilesiklerin in vivo etkilerinin
farmakolojik mekanizmalarmi arastirmak ve yeni endojen bakir bazli antikanser ajanlarinin
gelistirilmesini  kolaylastrmak i¢in ¢alisilmaya deger potansiyele sahip oldugunu

gostermistir [107].

Benzimidazol bilesiklerin hedefleri arasinda bulunan apoptotik yolakla ilgili
bircok c¢aligma literatiire girmistir. Bu calismalardan bir tanesi Yurttas ve arkadaslar1
tarafindan yapilan calismadir. Yurttas ve arkadaslari, sentezledikleri benzimidazol
tiirevlerinin A549 ve C6 rat glioma hiicre hatlarindaki sitotoksik etkilerini; MTT, BrdU ve
flowsitometri analizleri ile arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu bilesiklerin bu hiicre hatlar1
iizerinde oldukga secici Ozellik gdsterdiklerini belirlemislerdir. Bilesiklerden {i¢ tanesinin
C6 ve MCF-7 timér hiicrelerinde apoptotik yolu tetikleyerek hiicreleri Oliime
gotilirdiiklerini tespit etmislerdir. Bir diger bilesigin bu hiicre hatlarinda nekrotik 6lim

yolagini kullanarak hiicreleri 6 liime gdtiirdiikleri belirlenmistir [108].

Apohan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada kobalt ve ¢inko bagh 14
benzimidazol bilesiginin akciger kanser hiicre hatti (A549) ve saglikli akciger epitel
hiicreleri (BEAS-2B) iizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmis ve bu kanser hatti i¢in
mevcut kullanilan kemoterapotik ajan olan sisplatinin sitotoksik etkisi ile karsilagtirilmistir.

MTT analizi sonucu 14 bilesik i¢inde ii¢ bilesigin 1Csy degerleri A549 iizerinde sisplatin
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kadar 1yi iken bu ti¢ bilesigin saglikl hiicre hattt BEAS-2B iizerindeki sitotoksik etkilerinin
sisplatinden ¢ok daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismalarda bu bilesiklerin

antimikrobiyal aktiviteleri de ortaya konmustur [109].

Asetohidrazin kokenli benzimidazol bilesiklerinin 6zellikle antimikrobiyal
etkilerinin arastirildig1 c¢alismalar i¢cinde, Ansari ve arkadaslarmin yaptiklar1 caligmada
sentezledikleri asetohidrazin benzimidazol bilesiklerinin antibakteriyel ve antifungal
aktivitelerini arastirmislardir. Calismalarinin sonunda sentezledikleri tiim benzimidazol
tiirevi bilesiklerin 6zellikle gram-pozitif bakterilere kars1 etkili antimikrobiyal 6zelliklere
sahip oldugunu saptamuslardir. Ozellikle gelistirdikleri bu benzimidazol bilesiklerdeki
oksadiazol heterosiklik halkanin 2 pozisyonunda bulunan yan zincirdeki karbon atomu
sayist arttikca, S. aureus, B. subtilis ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal aktivitenin

yogunlugunda bir artisa sebep oldugu goézlemlenmistir [110].

Farkli benzimidazol tiirevi bilesiklerin antikanser ve antimikrobiyal aktivitelerinin
gosterildigi simdiye kadar yapilan ¢alismalar i¢inde bir diger ¢ok c¢alisilan benzimidazol
tirevi bilesikler indol bazli benzimidazollerdir. Ashok ve arkadaslari, indol bazli
triheterosiklik halka igeren bazi benzimidazol tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal ve
antioksidan etkilerine bakmislardir. Bu bilesiklerden bazilarinin = Mycobacterium
tuberculosis H37Rv susuna kars1 oldukea etkili oldugu MiK yontemiyle belirlenmistir.
Yine, baz1 bilesiklerin H,O, giderme aktivitesine sahip oldugu ve bazi bilesiklerin de
bakteriyel ve fungal suslara karsi etkili antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir

[111].

Benzimidazol bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin gosterildigi bir calismada
Kilcigil ve arkadaslar1 karboksilat ve karboksiamid igeren benzimidazol bilesiklerinin
bazilarinin 6zellikle C. albicans lizerine etkili antifungal etkiye sahip oldugunu rapor

etmislerdir [112].

Daha etkili benzimidazol bilesiklerin gelistirilmesi i¢in sentezlenen bir baska tiir
benzimidazol tiirevide pyridin ve piperidin halka sistemlerine sahip benzimidazol tiirevi
bilesikleridir. Bu kombinasyonun cesitli biyolojik aktivitelerdeki hedef molekiillere
baglanma ve hibridizasyonu bakimindan avantaj sagladigi yapilan caliymalarla ortaya
konmustur. Bu caligmalardan bir tanesi de Beulah ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligsmadir. Beulah ve arkadaslar1 spektral ve elemental analiz yontemleri kullanarak bazi

benzimidazol-piyridin-piperidin bilesiklerini sentezlemislerdir. Calismada bu bilesiklerin
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cesitli bakteri, kiif ve mayalar (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Candida
albicans, Saccharomyces cervisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus niger) iizerine
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Bu bilesiklerden bir tanesinin Bacillus subtilis
hari¢ kullanilan diger tiirler lizerine mevcut kullanilan antimikrobiyal ilaglara gére daha

etkili oldugu rapor edilmistir [113].

Benzimidazol bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi apoptotik yolu tetikleyerek
tiimOr hiicrelerinin elimine edilmesini saglamak amaciyla gelistirilmesine bir G6rnek
Blaszczak ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konmustur. Sentezledikleri bazi yeni
benzimidazol tiirevi bilesikler gelistirilmis ve akciger kanser hiicre hatt1 (A549) iizerine
sitotoksik etkileri incelenmistir. Calismada WST-1, apoptoz testi (kaspaz-3/7 6l¢iimii) ve
in situ DNA yikim 6l¢iim kiti kullanilmistir. Test edilen bilesiklerden dort tanesinin ¢ok iyi
antiproliferatif 6zellik gosterdigi, li¢ tanesinin de hipoksiye segici sitotoksik ozellik

gosterdigi tespit edilmistir [114].

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal aktivite etkinliklerinin ¢alisildigi
bir diger calismada Cetinkaya ve arkadaslari tarafindan benzimidazol, benzotiazol ve
benzoksizolium bilesiklerinin azolyum tuzlar1 ve nétral 2-aril tiirevleri gelistirilmistir. Bu
bilesikler H-1, C-13 NMR spektroskopi ve mikro analitik metotlarla karakterize edilmistir.
Gelistirilen bu bilesiklerin Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
bakteri ve Candida albicans ve Candida tropicalis maya suslari tizerindeki antimikrobiyal
etkileri gdzlemlenmistir. MIK analizi sonucunda ozellikle benzotiazolium ve
benzoksizolium tuzlarindan olusan benzimidazol bilesiklerinin  antimikrobiyal

aktivitelerinin daha etkili olduklar1 tespit edilmistir [115].

Baz1 bis-benzimidazol tiirevlerinin sentezlendigi ve antimikrobiyal etkinliginin
tespit edildigi ¢alisma Kiiciikbay ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Sentezledikleri
bilesiklerin yapilar1 H-1-NMR, C-13-NMR ve FT-IR spektroskopik yontemlerle
belirlenmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin bazilarinin disk difiizyon metodu ile
antimikrobiyal etkilerine bakildiginda 8 ile 28 mm araliginda etkili olduklar1
gdzlemlenmistir. Ozellikle referans bilesikler olarak kullanilan cefozine ve venistatin ile
karsilastirildiklarinda bilesiklerin ¢ogu incelenen suslara karsi yiiksek antibakteriyel ve

antifungal aktiviteler gostermistir [116].
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Yurttas ve arkadaslar1 sentezledikleri hidrazon parcacikli benzimidazol tiirevi
bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, bazi benzimidazol
bilesiklerinin Pseudomonas aeruginosa ile Candida albicans ve Candida glabrata iizerine

etkili antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir [117].

Kobalt ve bakir igerikli benzimidazol tiirevi bilesiklerin ¢alisildigi bir ¢alismada
Praven ve arkadaslar1 benzimidazol temelli metal organik-kompleks bilesikler sentezlemis
ve insan akciger kanser hiicre hatt1 (A549) ve normal fare embriyonik fibroblast hiicre hatti
(NIH-3T3) iizerine sitotoksik etkilerine bakmislardir. 650 nm lazer destekli yaptiklari
calismada her iki hiicre hatt1 da lazer uygulanmasindan etkilenmesine ragmen A549 hiicre
hattinda normal hiicrelere kiyasla biiyiik oranda hiicre yikimi oldugu gézlemlenmistir. Bu
calisma fototermal etkiyle kansere karsi etkili sonuglar alinabilecegini de gosteren bir

calismadir [118].

Mitokondri iizerinden (intrinsik apoptoz yolagi) kanser hiicrelerinin apoptotik
yola sokulmasi benzimidazol temelli ¢calismalarda denenen yollardan biridir. Bu hedefe
yonelik Qi ve arkadaslar1 benzimidazol bilesiklerinin antimikrobiyal ve antikanser
etkilerinin arastirildigr calismalarinda, gelistirdikleri bakir (II) dipeptid temelli
benzimidazol bilesiklerinin etkili sonuglar ortaya koyduklarini vurgulamislardir.
Sentezledikleri biitiin bilesiklerin test edilen organizmalarda  (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) ve kanser hiicre
hatlarinda (A549, HeLa and PC-3) kayda deger antimikrobiyal ve antikanser etkilerinin
oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, bilesiklerin 6zellikle HeLa hiicre hattin1 ROT aracili
mitokondriyal yolu fonksiyon dis1 birakarak apoptotik siirece yonlendirdigini gdéstermistir
[119].

Servikal karsinoma Diinya c¢apinda 6zellikle kadinlarda en sik goriilen {iciincii
kanser tipidir. Sisplatin gibi mevcut klinik tedavilerde kullanilan ilaglar bu kanser tiirii i¢in
sinirl1 bir tedavi sunmaktadir. Bu kanser tiirline karsi daha etkili ilag alternatifleri
gelistirmek icin  benzimidazol tiirevi bilesikler olduk¢a 1iyi alternatifler olarak
goriilmektedir. Bu amacgla Qiao ve arkadaslar1 gelistirdikleri bakir bagli benzimidazol
tirevi bilesiklerin DNA yikimi, antiproliferatif ve apoptotik etkilerini arastirdiklar
calismalarinda bu bilesiklerin bir oksidatif yol boyunca H,O, varliginda pUC19 plazmid
DNA’sinda tek zincir kiriklar1 olusturduklarimi gostermislerdir. Sitotoksik ¢alismalar, bu

benzimidazol komplekslerinin servikal karsinoma kanser hiicre hatti HeLa hiicrelerinde
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cogalmay1 inhibe ettiklerini ve bunu da HeLa hiicrelerinde DNA yikimina yol acarak
gerceklestirdiklerini ortaya koymustur. Uygulanan bu benzimidazol kompleks bilesiklerin,
bu hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii S fazinda tutarak kaspaz-3 ve kaspaz-9’un yukari
sinyal yolaginin diizenlemesini sagladigini1 ve mitokondriyal potansiyeli bozarak apoptozu

tetiklediklerini gostermistir [120].

Karbon monoksit (CO) kanser patogenetiginde rol oynayan onemli bir sinyal
molekiiliidiir. Memelilerde Hem’in enzimatik yikimi CO {iretilmesine sebep olur. Hem
oksigenaz 1 (HO-1) Hem’in CO, ferrus demiri ve biliverdine yikimini katalizler. CO HO-
I’1 indiikler ve hiicre ¢ogalmasi durur. Kanser hiicreleri bazi stres faktorlerine maruz kalir
(hipoksia, ROT, cis-platin ve oksidatif stres) ve HO-1 oksidatif strese karsi hiicreyi
koruyucu rol iistlenir ve apoptoz, metastaz, anjiyogenez ve hiicre ¢ogalmasi siireclerini
durdurur. Ustiin ve arkadaslar1 tarafindan hiicrelerdeki bu mekanizmaya dayanarak CO-
serbest birakan molekiil (CORM) i¢eren manganez bagli benzimidazol tiirevi bilesikler
sentezlenmistir. Bu benzimidazol tiirevleri ile insan meme kanser hiicre hatti (MCF-7)
iizerinde yaptiklar1 sitotoksik calisma, bu bilesiklerin hiicre hattinda CO’in serbest
birakilmasi yoluyla hiicre ¢ogalmasini durdurdugunu ve sitotoksik etki gosterdigini ortaya

koymustur [121].

Meme ve servikal kanser tiirlerinin tedavisi i¢in benzimidazol tiirevi bilesikler 1yi
birer potansiyel bilesikler olarak goriilmektedir. Reddy ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir calisgma bu bilgiyi destekler niteliktedir. Reddy ve arkadaslarmin gelistirdikleri kirk
farkli pirazol igeren benzimidazol hibrit bilesikleri ii¢ insan tiimdr hiicre hattna (A549,
MCF-7 ve Hela) uygulanarak bu hiicrelere karsi potansiyel antiproliferatif aktiviteleri
ortaya konmustur. Bu bilesiklerden bazilar1 tiim kanser hiicrelerine karsi potansiyel
biliylime inhibisyonu 6zelligi gostermistir. Daha detayli ¢alismalar i¢in kullanilan MCF-7
hiicre hattinda yapilan ¢alismalarda, uygulanan bilesiklerin bu hiicre hattinda morfoloji,
migrasyon ve uzun donem kolonogenik yasami oldukg¢a etkiledikleri gozlemlenmistir.
Flow sitometri ¢calismasi bu bilesiklerin MCF-7 hiicrelerini, siklin D2 ve CDK2 {izerinden
Gl fazinda durdurduklarini ortaya ¢ikarmistir. Floresan boyama ve DNA fragmantasyon
analizleri hiicre cogalmasinin apoptozun tetiklenmesi yoluyla durduruldugunu gostermistir.
Bununla birlikte, bilesiklerin mitokondriyal membran potansiyelini bozdugu ve reaktif

oksijen tiirlerinde artisa sebep oldugu tespit edilmistir [ 122].
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Tirozin kinazlar protein kinaz ailesinin 6nemli iiyelerindendir. Bu tirozin kinazlar
icinde Ozellikle reseptor kinaz EGFR bir¢ok kanser ¢alismasinda ilgi odagi olmustur. Bu
nedenle birgok kanser tiirii tedavisi i¢cin hedef proteinler arasinda basta gelir. Bu amacla
Chhajed ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bazi EGFR antagonisti olan benzimidazol
tiirevi bilesiklerin, kolorektal kanser hiicre hatt1 (HCT116) ve kii¢iik hiicre dis1 akciger
kanser hiicre hatt1 (H460) iizerindeki sitotoksik aktiviteleri propidiyum iyodin floresan
Olciimii ve tripan mavisi canlilik 6l¢iimii yontemleriyle arastirilmistir. Bilesiklerin saglikl
hiicre hatlar1 ve kanser hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini karsilastirmali olarak
inceleyebilmek i¢in insan epitel bobrek hiicre hatti da saglikli hiicre hatti olarak
kullanilmistir. Calismalar1 sonucunda sentezledikleri bu bilesiklerin bazilarinin, saglikli
hiicre hattina kiyasla kanser hiicre hatlar1 iizerinde daha etkili sitotoksik etki gosterdikleri

tespit edilmistir [123].

Benzimidazol bilesiklerinin kanser ¢alismalarinda yogunlukla kullanilmasinin en
onemli nedenlerinden biri sahip oldugu halka sisteminden dolayr DNA baglanma
afinitelerinin yiiksek olmasidir. Bu hedefe yonelik bircok calisma yapilmaktadir. Bu
calismalardan bir tanesi de Farmanzadeh ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismadir.
Farmanzadeh ve arkadaglar1 gelistirdikleri bazi sitotoksik ozelliklere sahip benzimidazol
tiirevi bilesiklerin DNA baz c¢iftleri ile olan etkilesimlerine bakilmistir. Gelistirilen bu
benzimidazol bilesiklerden bazilarinin DNA baz ciftlerine yliksek baglanma kapasitelerine
sahip olduklar1 ve bunun sonucu olarak da etkili sitotoksik aktivite gosterdikleri

saptanmustir [124].

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) Diinya’daki en yaygin ve Olimciil kanser
tiirlerinden biridir. Bu kanser tiiriiniin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin sinirh bir tedavi
gostermesi farkli bilesiklerin gelistirilmesi ihtiyacint dogurmustur. Sadece yeni bilesiklerin
degil bu bilesiklerin birbirleriyle kombine edilerek kanser hiicrelerine uygulanmasi tedavi
yontemlerinden biridir. Bu ¢ok hedefli tedavi i¢in yapilan ¢aligmalardan bir tanesi de Hsu
ve arkadaglarmin pirolodin yan zincirine sahip bazi1 benzimidazol tiirevlerini gelistirdikleri
bir calismadir. Bu ¢alismada bilesiklerin hem tek baslarina hem de mevcut kullanilan ilag
olan sorafenib ile kombine ederek karaciger kanser hiicre hatlar1 lizerine uygulamislardir.
Alamar mavisi ve tripan mavisi yontemlerini kullanarak bu bilesiklerin sitotoksik etkisi
arastirilmis ve hiicre i¢i sinyalizasyon yolagini nasil etkiledikleri de western blotlama, Q-
PCR ve IHC boyama yontemleri kullanilarak belirlenmistir. /n vivo sitotoksik aktivitelerini

belirlemek i¢in de HuH7 ksenograf modeli kullanilmistir. Yapilan bu c¢alismada
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benzimidazol tiirevlerinin bazilarmin hem tek baslarina hem de sorafenib ile birlikte HCC
hiicre hatlarinda ¢ogalmay1 baskiladiklar1 gdsterilmistir. Bu bilesiklerden bazilarinin Akt
sinyalizasyonunu ve bu sinyalizasyon yolagmin asagi akis yolundaki p70S6K
fosforilasyonunu inhibe etikleri goriilmiistiir. Bazilarinin da sorafenib ile birlikte JNK
fosforilasyonunu inhibe ettikleri tespit edilmistir. HuH7 ksenograflar1 model fareler
iizerindeki ¢aligsmalar bu benzimidazol bilesiklerinin bazilarinin, diisitk doz sorafenib ile
kombine edilmis tiirevlerinin tiimdr gelisimini yan etki gostermeden oldukga 1iy1 bir sekilde

onledikleri de ortaya ¢ikarilmigtir [125].

Mikrotiibiiller antikanser i¢in Onemli hiicresel hedeflerdir ve mikrotiibiil
mekanizmasinin bastirilmas: hiicreyi etkin bir sekilde bloke eder. Bu bloke hiicreyi
sonunda apoptotik yola siiriikler. Bu nedenle mikrotiibiil olusumunun inhibe edilmesi
kanser ¢alismalarinda potansiyel hedeflerdir. Bu amagla Kamal ve arkadaglar: tarafindan
yapilan bir c¢alismada bir seri imidazopiyridin/imidazopiyrimidin-benzimidazol tiirevi
bilesik sentezlenmistir. Bu bilesiklerin antikanser 6zellikleri arastirilmistir. Bu bilesiklerin
akciger kanser hiicre hatt1 (A549), prostat kanser hiicre hatti (DU-145), insan servikal
kanser hiicre hatt1 (HeLa) ve melanoma kanser hiicre hatti1 (B-16) ilizerindeki sitotoksik
etkileri incelenmistir. Bu bilesikler icerisinde 6zellikle iki tanesinin A549 {izerine etkili
sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Flowsitometrik analizler bu bilesiklerin
kanserli hiicreleri hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda tuttuklarin1 ve kaspaz-3 aktivitesi
yoluyla apoptozun tetiklendigini gostermistir. Bu bilesiklerin A549 hiicre hattinda hem
molekiiler diizeyde hem de hiicresel diizeyde mikrotiibiil kurulumunu inhibe ettikleri,

tiibiilin polimerizasyon yontemi ile tespit edilmistir [126].

Badawey ve Kappe yaptiklar1 calismada bir seri prido-benzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmistir.  Bubilesiklerin  antineoplastik  etkilerini  arastirdiklari
calismalarinda, bilesiklerden bazilarmin 16semi kanser hiicre hatlar1 {izerine oldukg¢a
kuvvetli sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada bu bilesiklerin
antifungal etkilerinede bakilmistir. Ancak bilesiklerin 16semi kanser hiicre hattina karsi
gosterdikleri yiiksek sitotoksik etkiye ragmen anti-fungal etkilerinin kisith oldugu tespit
edilmistir [127].

Apoptotik yolagin tetiklenmesinin kanser tedavi ¢alismalarinda 6nemli hedefler
oldugu bilinmektedir. Bu amag i¢in benzimidazol bilesikler etkili potansiyele sahiptirler.

Bu amacla yapilan calismalardan bir tanesinde Bistrovic ve arkadaslarinin gelistirdikleri
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bir seri amidin benzimidazol tiirevi bilesigin A549 iizerine sitotoksik etkileri incelenmis ve
bazi bilesiklerin bu kanser hiicre hatt1 lizerinde diisiik dozlarda segici ve sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu sitotoksik aktiviteyr apoptotik yolu ve
nekrozu tetikleyerek gerceklestirdikleri belirlenmistir. Ozellikle bir maddenin TGM2,
CDK9, SK1 ve p38 MAPK gibi protein kinazlarm inhibisyonunu gercgeklestirdigi tespit
edilmistir [128].

Karisik ligandli dort yeni koordinasyon bilesiginin sentezini gergeklestiren Vlaicu
ve arkadaslar1 bu bilesiklerin fiziko-kimyasal ve biyolojik Ozelliklerini sunduklari
calismalarinda 6zellikle kobalt bazli benzimidazol bilesiklerin antimikrobiyal ve sitotoksik
etkilerini incelemislerdir. Kimyasal formiilleri, kimyasal analizi kiitle spektrometresi
verileri ile iligskilendirerek elde edilmis, ligand koordinasyon modlar1 Fourier dontistimii-
kizilotesi Olgiimleri ile manyetik moment Olglimleri komplekslerdeki kobalt iyonunun
trigonal bipiramidal geometrisi UV-Vis-NIR spektrumlarmin veri korelasyonu ile
belirlemistir. Biyolojik testler, c¢esitli mikrobiyal suslara kars1 gerceklestirilmis,
sitotoksisite, HCT8 hiicresel hatlar1 iizerinde degerlendirilmis ve hiicre dongiisii analizi,
HT?29 hiicresel hatlar1 tizerinde gerceklestirilmistir. Calismadaki mikrobiyolojik analizler,
Co (II) komplekslerinin Candida albicans 1760, Enterococcus faecium ES, Bacillus
subtilis ATCC 6683 ve Escherichia coli ATCC 25922'ye karsi ¢ok iyi bir aktivite
gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Bu calismanin sonuglari Co (II) komplekslerinin etkili

farmakolojik ajanlar olarak kullanilmaya uygun oldugunu géstermistir [129].

Benzimidazol tiirevi bilesikleri ayn1 zamanda ¢ok hedefli (multitarget) ilaglar
gelistirmek i¢in de uygun adaylar olduklarimi1 gdsteren bir ¢calismada Han ve arkadaslari
sentezledikleri yeni bir karisik ¢inko bazli ligand koordinasyonlu benzimidazol polimeri
kanserli lenfoma hiicrelerine uygulanarak bu bilesigin apoptotik sinyal yolagindaki etkisi
incelenmistir. Ilk olarak, hiicre apoptoz saptama kiti, bilesik tedavisinden sonra apoptotik
lenfoma hiicrelerinin ylizdelerini saptamak i¢in kullanilmistir. Daha sonra, lenfoma
hiicrelerinde p53 ve bcl-2 genlerinin goreceli ekspresyonunun degerlendirilmesi icin
gercek zamanli RT-PCR gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ¢inko bazli benzimidazol
bilesik ve doksorubisin karigiminin, kanserli lenfoma hiicrelerinde p53 ifadesini yaklasik
4-5 kat arttirirken, bu bilesik-doksorubisin karigimi bu hiicrelerdeki Bel-2 protein ifadesini
yaklagik 4-5 kat azaltmistir. Bu sonug ¢inko bazli benzimidazol bilesik ve doksorubusinin

cok hedefli (multitarget) kombine bir bilesik etkiye sahip oldugunu gostermistir [130].
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Bakteriler, bugiin klinik uygulamalarda kullanilan mevcut ilaglara karsi biiyiik
direng gostermektedir ve diinya ¢apinda 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenle, yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesi biiyiilk onem tasimaktadir. Dokla ve
arkadaslar1 tarafindan fenotipik tarama kullanilarak otuz bir benzimidazol tiirevini E. coli
JW55031'e (TolC mutant susu) kars1 sentez ve test edilmistir. Bu bilesiklerden bir tanesi, 2
ng/mL'lik MIK degeri ile giiclii aktivite gdstermis, ancak E. coli BW25113 (vahsi tip sus)
dahil olmak birka¢ gram-negatif bakterilere karsi aktivite gostermemistir. Bilesigin kolistin
ile kombinasyonu, yabani suslara karsi antibakteriyel aktivitesini kismen eski haline
getirmistir (MIK araligi, E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii ve P. aeruginosa'ya kars1 8-

16 pg/mL doz araliginda) [131].

Bir dizi kobalt (II) ve ¢inko (II) koordinasyonlu benzimidazol bilesiginin
sentezinin ve yapisal/spektroskopik karakterizasyonunun yapildig bir ¢aligmada Sandoval
ve arkadaglar1 bu bilesiklerin Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Salmonella
typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Proteus vulgaris'e karsi in vitro
antimikrobiyal aktiviteleri acisindan degerlendirmislerdir. Ayrica bilesiklerin sitotoksik
aktiviteleri de insan kanser hiicre hatlari, HelLa, HCT-15 ve SKLU-1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Kobalt bagl iki bilesigin Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmalara
kars1 genis bir aktivite yelpazesi gosterdigi, Hela ve HCT-15 hiicre hatlarini lizerinde de
yiiksek sitotoksik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu bilesiklerden bir tanesinin
insan kanser hiicreleri iizerindeki gosterdigi sitotoksik etkinin sisplatinden daha 1yi oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Bu bilesiklerin hiicre hatlarina yonelik segicilikleri onlar1 antikanser

aktiviteleri agisindan ¢aligmaya deger adaylar yapmaktadir[132].

Noha ve arkadaslar1 tarafindan aril gruplarmna sahip yeni bir benzimidazol tiirevi
bilesik serisi tasarlanmis ve potansiyel sitotoksik aktiviteye sahip molekiiller olarak
sentezlenmistir. HCT-116 hiicreleri {lizerindeki in vitro sitotoksik aktivite tayinleri, N-
(benzimidazotiyazolon) asetamidler igeren bu bilesiklerden bazilarmin, kamptotesin (CPT)
ile karsilastirildiginda ytiksek sitotoksik bilesikler oldugu tespit edilmistir. Test edilen
bilesikler, CPT ve Podofillotoksin (Podo) ile karsilastirildiginda ikili bir topoizomeraz I-3
(Topo I-B) ve tiibiilin inhibe edici aktivitelere sahip olduklar1 gdsterilmistir. Bu bilesiklerin
nano-molar konsantrasyonda en iyi inhibe edici aktiviteyi p-tiibiilin polimerizasyonunu
inhibe ederek gerceklestirdikleri tespit edilmistir. Hiicre dongiisii analizinin sonuglar1 ve
ayrica HCT-116 hiicreleri iizerindeki anneksin-V sonuclar1t bu bilesiklerden bazilarinin

sirasiyla 1.33 ve 1.30 kat CPT'den daha yliksek bir pro-apoptotik aktiviteye sahip oldugunu
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gostermistir. Ayrica, bilesiklerin p53, Bax / Bcl-2 orami1 ve kaspaz 3/7 konsantrasyonu,
CPT'ye gore daha yiiksek bir seviyeye cikardiklar1 ve kromozomal kararsizligr modiile

ederek HCT-116 hiicrelerinin radyosensitize etme aktivitesini diizenledikleri tespit
edilmistir [133].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Tezde Kullanilan Benzimidazol Bilesikleri

Bu calismada kullanilan benzimidazol bilesikleri, ¢inko ve kobalt bagh dokuz
farkli benzimidazol tiirevi bilesiklerdir (Sekil 3.1). Bu bilesikler Inonii Universitesi Kimya
Boliimii 6gretim tiyesi Prof. Dr. Hasan Kii¢iikbay ve arkadaslari tarafindan sentezlenmistir.
Bilesikler bu ¢alismada numaralar verilerek ifade edilmistir. Bu bilesiklerin ac¢ik adlar1 ve

bu ¢aligsmada ifade edilen numaralar1 soyledir;
Bilesik 1:1-(4-Metilbenzil)-5(6)-nitrobenzimidazol
Bilesik 2: Diklorobis[ 1-(4-klorobenzil)-1H-benzimidazol-xN>]¢inko(IT)
Bilesik 3:Diklorobis[ 1-(4-tolilbenzil)-1H-benzimidazol-xN>]¢inko(IT)
Bilesik 4:Diklorobis(1-(4-klorobenzil)-5(6)-metil- 1 H-benzimidazol-xN*)¢inko(II)
Bilesik 5: Diklorobis(1-(4-metilbenzil)-5(6)-nitro-1H-benzimidazol-xN*)¢inko(II)
Bilesik 6: Diklorobis(1-(4-metilbenzil)-5(6)-metil- 1H-benzimidazol kN*)¢inko(1I)
Bilesik 7:Diklorobis[ 1-(4-bromobenzil)- 1 H-benzimidazol-xN*Jkobalt(IT)
Bilesik 8: Diklorobis(1-(4-metilbenzil)-5(6)-nitro-1H-benzimidazole xN*)kobalt(II)

Bilesik 9: Diklorobis(1-(4-metilbenzil)-5(6)-metil- 1H-benzimidazol-xN°)kobalt(IT)
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Bilesik 2. R: CI, Y:H Bilesik 1. R: CH;, Y:NO, Bilesik 7. R: BR, Y:H
Bilesik 3. R: CH;, Y:H Bilesik 8. R: CH;, Y:NO,
Bilesik 4. R: Cl, Y:CH; Bilesik 9. R: CH;, Y:CH;

Bilesik 5. R: CH;, Y:NO,
Bilesik 6. R: CH;, Y:CHj;

Sekil 3.1. Calismada kullanilan ¢inko ve kobalt bagli benzimidazol bilesikleri.

Bilesikler 5000 pg/100 pL konsantrasyonda olacak sekilde DMSO’da
cozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bilesiklerin konsantrasyon optimizasyonu farkli
konsantrasyonlarda olacak sekilde hesaplanmis ve stok c¢ozeltiden besiyeri ile

sulandirilarak kullanilmistir.
3.2. Hiicre Hatlan ve Kiiltiir Kosullan

Bu c¢alismada insan kiiglik hiicre dis1 akciger karsinomu hiicre hatt1 (A549),
saglikli insan bronsiyal epitel hiicre hatti (BEAS-2B), karaciger kanser hiicre hatt1 (Hep3B)
ve insan kolorektal kanser hiicre hatt1 (HCT116) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Caligmamiz
boyunca; hiicreler %10 FBS (fetal bovin serum) ve %]1 penisilin/streptomisin igeren
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) besiyerinde, 75 cm?lik kiiltiir flasklar

icerisinde 37 °C’de, %5 CO; etiiv kosullarinda inkiibe edilerek canliliklar: siirdiiriilmiistiir.

3.3. Tripan Mavisi Yontemiyle Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Uygulanan bilesiklerin hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisinin mikroskop
altinda goz ile dogrudan, canli ve 6li hiicrelerin sayimi yoluyla tespit edildigi bir 6l¢iim
yontemidir. Bu yontem temel olarak canli hiicrelerin hiicre zarlarinin tripan mavisi, eozin
veya propidium gibi bazi boyalar1 gegirmemesi prensibine dayanir. Olii hiicrelerde ise

membran zarinda bozulmalar oldugundan dolayi secici gecirgen 6zelligini kaybetmistir ve
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bu boyalara kars1 gecirgendirler. Bu 6zellige dayanarak tripan mavisi uygulanan hiicre

siispansiyonlarinda canli ve 6lii hiicreler tespit edilir[ 134].

Flasklarda konfluent olan hiicreler tripsin-EDTA uygulanarak siispanse hale
getirildikten sonra 15 mL’lik falkonlara toplanmis ve toplanan hiicreler 5 dk. 1000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirilmistir. Santrifiij sonrasi hiicreler 10 mL
DMEM besiyeri icinde homojen bir sekilde siispanse edilmistir. Bu siispansiyon i¢inden 50
pl hiicre alinarak yine 50 pl % 0,4’liik tripan mavisi ile hafif¢e pipetaj yapilarak muamele
edildikten sonra oda sicakliginda 3-5 dakika beklenmistir.Bu karistmdan 10 pl alarak
hemositometrenin bdlmelerine aktarilmis ve 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi
yapilarak basta hazirlanan 10 mL’lik siispansiyon i¢indeki hiicre sayis1 hesaplanmistir. 6
kuyucuklu plaklara her bir kuyucuk i¢inde 10° sayida hiicre olacak sekilde 10 mL’lik
siispansiyondan hiicre eklenmis ve DMEM besiyeri ile 2500 pl’ye tamamlanmstir.
Bilesikler bes doz araliginda 20, 30, 40, 50 ve 100 ug/mL olarak uygulanmistir. Etiivde
inkiibe edilen plaklardaki hiicreler 24 saat sonunda Tripsin-EDTA kullanilarak
kuyucuklardan toplanip, 15 mL’lik falkonlara alinmistir. Falkonlara alinan hiicreler 5 dk.
1000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatan atilmis ve falkonlarda kalan hiicrelere
100 uL. DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline) eklenerek pipetaj ile siispanse hale
getirilmistir. Bu silispansiyonlarin her birine 5 pl % 0,4 lik tripan mavisi eklenip, 5 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Tripan mavisi eklenmis bu siispansiyonlardan 10 pl alinarak
hemositometrenin bolmelerine eklenmistir. Isik mikroskobu altinda canli ve 6lii hiicrelerin

sayimi1 yapilmistir.

3.4. MTT Yontemiyle Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT analizi ile hiicresel metabolik aktivite 6l¢iilmektedir ve buna bagl olarak
hiicre canliligi, cogalmasi1 ve sitotoksisite ortaya konulmaktadir. MTT azalmasma baglh
olarak enzimatik aktivitenin kolorimetrik Ol¢iimiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarmin
tespit edildigi bir yontemdir. Canli olan yani metabolik olarak aktif hiicreler mitokondride
gergeklesen  metabolikaktivite  sonucunda, NADPH bagimli  dehidrogenazlar:
araciligiylasar1 renkli tetrazolyum tuzlarmi (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2h-
tetrazolium bromide (MTT) mor renkli formazon kristallerine indirgerler (Sekil3.2).
Boylece, olusan renk degisimi kolorimetrik olarak saptanarak canli hiicre yogunlugu

belirlenir [135].
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Tetrazolyum Formazon

Sekil 3.2. Tetrazolyum tuzunun formazona doniigiimii.

Calismamizda MTT analizi i¢in bes farkli doz belirlenmistir. Bilesikler 5, 10, 30,
50 ve 100 pg/mL olarak uygulanmistir. Sisplatin 3, 5, 10, 30 ve 50 pg/mL olarak
uygulanmistir. Bu doz araliklarinda uygulanan bilesiklerin ve sisplatinin hiicreler
iizerindeki %350 baskilayict degeri logaritmik egim grafigi ile ICso degerleri hesaplanmistir

[109].

Bir giin éncesinden 96 kuyucuklu plaklara, her bir kuyucukta 5x10° sayida hiicre
olacak sekilde 100 pL besiyeri i¢inde hiicre ekimi yapilmis ve 24 saat sonunda etiivde
inkiibe edilen plaktaki hiicrelere, 5 farkli dozda olacak sekilde bilesikler uygulanip etiivde
inkiibasyona birakilmistir. 24., 48. ve 72. saatlerde MTT uygulamas1 yapilmistir. DPBS
icinde hazirlanan thiazole, her kuyucuga 20 pL olarak eklenmis ve MTT eklenmis plaklar
2 saat 151k almayacak sekilde etiivde inkiibe edilmistir. Etiivden alinan plaklarda thiazol
uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga 100uL DMSO eklenerek 5 dakika 150 rpm’de
karanlik ortamda oda sicakliginda calkalamaya birakilmistir. Formazon bilesikler 1yi bir
sekilde homojenize olduktan sonra plaklar spektrofotometreye almarak 570 nm dalga
boyunda absorbans degerleri alinmistir. Absorbans degerlerinin Microsoft Office Excel
yazilim programinda logaritmik egim grafikleri ¢ikarilarak 24., 48. ve 72. saatlerdeki 1Csg

degerleri hesaplanmustir.

3.5. Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon (MiK) Yéntemi ile Antimikrobiyal

Aktivitenin Olciimii

Calismamizda kullanilan bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini belirlemek i¢in
gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakteri tiirleri ile Candida albicans
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ATCC 90028 ve Candida tropicalis maya tiirleri kullanilmistir. Bakteriler nutrient agar
besiyerinde 37°C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edilirken, mayalar sabouraud dekstroz agar
besiyerinde 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Calisilan bilesiklerin bakteri ve mayalar

lizerindeki antimikrobiyal etkileri MiK degerleri saptanarak belirlenmistir [109, 136].

Bu amacla bakteriler icin Muller Hilton Broth sivi besiyeri, mayalar i¢in ise
RPMI-Mops sivi besiyeri hazirlanmis ve 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucuga uygun
miktarda olacak sekilde eklenmistir. Antimikrobiyal etkileri test edilecek bilesikler DMSO
icinde coziildiikten sonra, besiyeri eklenmis plaklara diliisyon yontemiyle biitiin plaklara
azalan konsantrasyonda olacak sekilde dagitim yapilmistir. McFarland standardi temel
almarak hazirlanmis mikroorganizma kiiltlirlerinin hiicre siispansiyonlar: steril kosullarda
sulandirma yapilarak ayarlanmis ve her bir kuyucuga uygun miktarda aktarimistir.
Sterilite ve lireme kuyucuklar1 da hazirlanmistir. Plaklar bakteriler i¢in 24 saat ve mayalar
icin de 48 saat boyunca etiivde inkiibe edildikten sonra her bilesigin MIK degeri
saptanmistir. Calismada ayrica gentamisin ve flukonazol antibiyotikleri pozitif kontrol

olarak kullanilmstir.

3.6. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspazlar apoptozda 6nemli bir rol oynayan aspartat-spesifik sisteinil proteaz
ailesinin tyeleridir. Apoptoz normal cenin gelisiminden kanser ve norodejeneratif
hastaliklara kadar bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan bir siirectir. Boliim
1.6’da belirtildigi gibi kaspaz-3 apoptozun degerlendirilmesi ve mekanizmasmin

anlasilmasinda anahtar bir biyo-belirte¢dir [137-139].

Tripan mavisi ve MTT deneyleri sonucuna baglh olarak iki bilesigin (Bilesik 6 ve
8) A549 ve BEAS-2B iizerine, diger iki bilesigin de (Bilesik 4 ve 9) HCT116 ve Hep3B
hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkilerine bakilmig ve bu bilesiklerin uygulanmas: ile

iligkili olarak bu hiicre hatlarindaki kaspaz-3 aktivite degerleri saptanmustir.

Calismamizda BioAssay Systems Caspase-3 kiti kullanilmistir. Bu kitle yapilan
Olciimde spesifik bir substrat olan N-Ac-DEVD-AFC kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla yiiksek
floresan 6zellik gosteren bir iirlin olusturmaktadir. Olusan bu floresan yogunluk kaspaz-3

aktivitesiyle orantilidir.
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Kaspaz-3 analizi icin; A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCTI116 hiicreleri ile 6
kuyucuklu plaklara 2,5 mL besiyeri ile birlikte ekimleri yapilmistir. A549 ve BEAS-2B
hiicre hatlarma sisplatin, Bilesik 6 ve 8 dort farkli dozda (5, 10, 30, 50 pg/mL)
uygulanmistir. Plaklar 72 saat inkiibasyona birakilmis ve 72. saatin sonunda hiicreler
toplanarak 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirilmistir.
Bundan sonraki agsamalarda kullanilan kaspaz kiti sicaklik degisimlerinden etkilendiginden
tim Ornekler ve uygulanacak maddeler buz i¢inde tutulmus ve protokol uygulanmistir.
Sonrasinda ELISA okuyucuda 405 nm’de absorbans 6lgiimii yapilarak, kontrol grubu,
bilesik ve sisplatin uygulanmis hiicrelerde 72. saatte kaspaz-3 enzim aktivitesinde meydana
gelen degisimler belirlenmistir. Toplam protein miktar1 da Bradford yontemiyle
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak bilesiklerin etkisine bagl olarak

hiicrelerin kaspaz-3 aktiviteleri yiizde olarak hesaplanmis ve grafikler olusturulmustur.

3.7. Western Blotlama ile Protein ifadesinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada protein goriintiileme, semi-dry blotlama teknigi kullanilarak
yapilmistir. Protein analizi i¢in yine kaspaz-3 aktivite tayininde oldugu gibi AS549 ve
BEAS-2B hiicre hatlar1 Bilesik 6 ve 8, Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 Bilesik 4 ve 9 ile

muamele edilmis ve B-Aktin, kaspaz-3 ve p53 proteinlerin ifade diizeyi incelenmistir.

Her hiicre hattinda tek doz olarak bilesikler ve sisplatin uygulanmistir. Uygulanan
dozlar MTT sitotoksik aktivite tayini sonuclarindan elde edilen 72. saat ICsy degerleri baz
almarak belirlenmistir. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina 5 pg/mL olarak Bilesik 6 ve 8
uygulanmistir. Bilesik 4, Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarina 10 pg/mL olarak, Bilesik 9 ise
her iki hiicre hattina 5 pg/mL olarak uygulanmistir. Sisplatin biitiin hiicre hatlarmma 5
pg/mL olarak uygulanmistir.

Calismada 6 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1x10° olacak sekilde her
calisilan Ornek i¢cin 3 kuyucuga hiicre ekimi yapilmis ve ekimi yapilan hiicreler bir giin
boyunca etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bir giinliik inkiibasyon sonunda stok ¢ozeltileri
hazirlanan bilesikler hiicrelere tek doz olarak uygulanmis ve bilesik uygulanmis
plaklardaki hiicreler 72 saat siire ile etiivde inkiibasyona brrakilmistir. 72 saat sonunda
hiicreler Tripsin-EDTA yardimi ile plaklardan toplanarak 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatan atilarak hiicre peletleri elde edilmistir.
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Daha sonra hiicre lizizi yapilmistir. Bu amacla, peletlerin iizerine hazirlanan liziz
tamponundan 45 pL eklenerek pipetaj yapilmistir (buzda). Biitiin hiicreler pipetle alinarak
ependorflara aktarilmig (buzda) ve ependorflardaki hiicreler 10000 g’de 10 dakika +4°C
derecede santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra silipernatan temiz ependorflara alinmistir

(buzda).

Daha sonra oOrneklerin Bradford yotemiyle ELISA’da total proteinleri
Olciilmiigtiir. Protein esitlemesi icin hesaplamalar yapildiktan sonra hesaplanan oranlarda
orneklerden alinarak temiz ependorflara konulmus ve DPBS ile 10 pL’ye tamamlanmaistir.
Ependorflardaki orneklerin iizerine 10 pL yiikleme tamponu eklendikten sonra 10 dakika
sicak suya maruz birakilmis ve 10 dakika sonunda 6rnekler jel kuyucuklarma 20 pL olacak
sekilde yiiklenmistir. Ornekler jel tankinda 35 mA’de yaklasik 40-45 dakika

yiiriitillmiistiir.

Daha sonra da Semi-Dry Blotlama ve antikor uygulamasia gecilmistir. Yiirtitme
islemi tamamlandiktan sonra jeller dikkatli bir sekilde blotlama membranlarinin (PVDF
membran) iizerine konulmus vejel ve membranlar 1,3 amperde 7 dakika boyunca
blotlamaya birakilmistir. Blotlama islemi tamamlandiktan sonra membranlar iizerine
yikama islemi icin siit eklenerek 30 dakika 70-80 rpm’de ¢alkalanmistir. Calkalama islemi
sonrast yeniden 5 mL siit eklenmis ve primer antikorlar uygulanmistir. Primer antikor
uygulamas1t 24 saat siiresince +4°C derecede 70-80 rpm’de gergeklestirilmistir.
Membranlar DPBS+twin20 ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika yikanmis ve 30 dakika sonunda
yikama soliisyonu dokiildiikten sonra orneklere bloklama siitle birlikte sekonder antikorlar
uygulanarak bir saat inkiibasyona birakilmistir. Bir saatlik siirenin sonunda yaklasik bir
saat daha DPBS+Tween20 cozeltisi ile yikama yapilmistir. Yikama islemi tamamlanan
membranlara ECL eklenerek yaklasik 5 dakika bekletilmis ve ECL uygulanmis
membranlar goriintiileme cihazina konularak (Licor Image Studio Digits) proteinler

goriintlilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisgmada Kisim 3.1°de belirtilen 9 farkli benzimidazol tiirevi Bilesigin A549,
HCT116, Hep3B kanser hiicre hatlar1 iizerine ve BEAS-2B saglikli hiicre hatt1 lizerine
sitotoksik ve antimikrobiyal etkileriarastirilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak sisplatin
(50mg/100mL) kullanilmistir. Bilesiklerin hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisi Kisim
3.3’de ve Kisim 3.4°de belirtildigi sekilde swrasiyla Tripan mavisi ve MTT yOntemleriyle
belirlenmistir. Bilesiklerin ICsy degerleri belirlendikten sonra hiicre 6liim mekanizmasini
aydimlatmaya yonelik olarak kaspaz-3 aktivitesi ve western blotlama yontemleri
uygulanmistir. Western blotlama ile B-aktin, kaspaz-3 ve p53 gibi proteinlerin ifadeleri
degerlendirilmistir.

Bu calismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesiklerden Bilesik 2, 3 ve 7’nin
daha 6nce A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik ve antimikrobiyal etkileri
Apohan ve arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda belirlenmis [109] oldugundan bu ¢alismada
bu ii¢ bilesigin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisi test edilmistir.

4.1. Bilesiklerin Hiicre Hatlarn Uzerine Tripan Mavisi Yontemi fle Belirlenen
Sitotoksik Etkileri

Calismada kullanilan bilesikler dort hiicre hattina bes doz olarak (20, 30, 40, 50 ve
100 pg/mL) uygulanmis ve uygulamadan 24 saat sonra hiicreler plaklardaki kuyucuklardan
toplanarak sayimlar yapilmistir. Bilesiklerin tripan mavisi yontemi ile hiicreler lizerindeki
hiicre sayisina bagli degisimlerini gosteren grafikler asagida verilmistir (Sekil 4.1-4.9).

Bilesik 1’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi
Sekil 4.1°de verilmistir. Bu bilesigin dort hiicre hatt1 iizerine de ilk doz olan 20 pg/mL’den
itibaren etki ettigi goriilmektedir. Son doz olarak uygulanan 100 pg/ml’de canli hiicre

gozlenmemistir.
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Sekil 4.1. Bilesik 1’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik

etkisi

Bilesik 2°’nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine 6zellikle 40 pg/mL dozdan
itibaren belirgin bir sekilde etkisi gorilmiistiir. 100 pg/mL dozda her iki hiicre hattinda da

canli hiicreye rastlanilmamstir (Sekil 4.2).
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Bilesik 2 Hep3B
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Sekil 4.2. Bilesik 2’nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Bilesik 3’tin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 iizerine ilk doz olan 20 pg/mlL’den
itibaren sitotoksik etkisi goriilmiistiir. Bu bilesigin HCT116 hiicre hattinda 30 pg/mL

dozdan itibaren canli hiicre birakmamasi belirgindir (Sekil 4.3).
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Bilesik 3 Hep3B
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Sekil 4.3. Bilesik 3’iin Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi

Sekil 4.4’de Bilesik 4’lin dort hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi goriilmektedir.
Bu bilesigin 6zellikle 20-30 pg/mL doz araliginda ¢ok etkili oldugu gézlenmistir.
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Bilesik 4 Hep3B
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Sekil 4.4. Bilesik 4’iin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik

etkisi

Sekil 4.5°de Bilesik 5’in dort hiicre hatti iizerine sitotoksik etkisi verilmistir. Bu
bilesigin dort hiicre hattindan 6zellikle HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir.
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Bilesik 5 Hep3B
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Sekil 4.5. Bilesik 5’in A549, BEAS-2B, Hep3Bve HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik

etkisi

Bilesik 6 dort hiicre hatt1 lizerine ilk dozdan itibaren sitotoksik etki yapmuistir.
Ozellikle A549 iizerindeki sitotoksik etkisi ilk doz olan 20 pg/mL’den itibaren ¢ok
belirgindir (Sekil 4.6).
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Bilesik 6 Hep3B
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Sekil 4.6. Bilesik 6’'nin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine sitotoksik

etkisi

Sekil 4.7°de Bilesik 7°nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri
verilmigtir. Bu bilesik Hep3B hiicrelerine kiyasla HCT116 hiicreleri iizerine belirgin
yiiksek bir sitotoksik etki yapmuistir.
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Sekil 4.7. Bilesik 7°nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi

Sekil 4.8°de, Bilesik 8’in dort hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi gosterilmistir.
Bu bilesigin dort hiicre hattinda benzer sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir. 100

pg/ml doz uygulamasinda canli hiicre gozlenmemistir.
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Bilesik 8 Hep3B
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Sekil 4.8. Bilesik 8’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine sitotoksik

etkisi
Sekil 4.9°da goriildigi gibi, Bilesik 9’un dort hiicre hatt1 tizerine oldukea etkilidir.

Ozellikle A549 ve HCT116 hiicreleri iizerine ilk doz olan 20 pug/mL’den itibaren yiiksek
etki yapmustir.
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Bilesik 9 Hep3B
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Sekil 4.9. Bilesik 9’un A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine etkisi
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4.2. Bilesiklerin Hiicre Hatlar1 Uzerine MTT Yontemi ile Belirlenen Sitotoksik
Etkileri ve I1Cs¢ Degerleri

Bilesiklerin, tripan mavisi yontemi ile sitotoksik etkileri izlenmis ve ¢ikan sonuglar
dogrultusunda MTT yonteminde uygulanacak dozlar belirlenmistir. MTT yontemi ile
bilesiklerin hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkilerinin zamana bagli olarak degisimi
saptanmistir. MTT caligmalar1 sonucunda bilesiklerin ve kontrol olarak kullandigimiz
sisplatinin hiicreler ilizerine sitotoksik etkileri hem grafik olarak hem de ICsy degerleri
olarak olusturulmustur. Bilesiklerin ve sisplatinin 24, 48 ve 72 saat sonunda hiicreler
iizerindeki sitotoksik etkilerinin grafiksel dokiimleri ve 1Csy degerleri asagida verilmistir

Sekil 4.10-4.19 ve Cizelge 4.1-4.2).

Sekil 4.10°da sisplatinin konsantrasyon ve zaman bagl olarak hiicre hatlar1 lizerine
yaptig1 sitotoksik etki canlilik degisimine bagl olarak izlenmektedir. Sisplatinin 24., 48. ve
72. saatlerdeki 1Csy degerleri A549 hiicre hatt1 i¢cin 16, 5.10 ve 4.31 pg/mL ve BEAS-2B
hiicre hatt1 i¢in 4.40, 2.22 ve 1.78 pg/mL olarak saptanirken Hep3B hiicre hatt1 i¢in 7.87,
3.68 ve 3.62 pg/mL ve HCT116 hiicre hatt1 i¢in de 5.63, 2.16 ve 1.95 pg/mL olarak
saptanmistir (Cizelge 4.1-4.2).
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Sisplatin HCT116
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Sekil 4.10. Sisplatinin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Sekil 4.11°de Bilesik 1’in dort hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi goriilmektedir.
Calismaya bagl olarak 1Cs sitotoksik etki degerleri de saptanmistir. A549 hiicre hattinda
ICsp degerleri 48. saat i¢in 68.23 pg/mL ve 72. saat icin 51.66 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Diger hiicre hatlar1 lizerindeki etki degerleri 24., 48. ve 72. saat i¢in sirasiyla
BEAS-2B hiicre hattinda 61.21, 54.59 ve 44.84 pg/mL olarak, Hep3B hiicre hattinda
62.46, 70.95 ve 51.37 pg/mL olarak ve HCT116 hiicre hatt1 i¢in de 43.22, 20.53 ve 20.39
pg/mL olarak saptanmistir (Cizelge 4.1-4.2).
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Bilesik 1 Hep3B
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Sekil 4.11. Bilesik 1’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Bilesik 2’nin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi Sekil
4.12°de gorilmektedir. Hep3B hiicre hatt1 i¢in 24., 48. ve 72. saatlerde 1Csy degerleri
Olciilemezken, HCT116 hiicre hatt1 i¢in ICsodegerlerin sirasiyla 97.85, 65.01 ve 77.11
pg/mL oldugu saptanmustir (Cizelge 4.1).
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Bilesik 2 Hep3B
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Sekil 4.12. Bilesik 2°’nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana bagli sitotoksik

etkisi

Sekil 4.13’de Bilesik 3’iin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 {izerine 24., 48. ve 72.
saatlerde sitotoksik etki degisimi canlilik degisimine bagl olarak izlenmistir. Bilesik 3’iin

Hep3B hiicre hatt1 iizerine 1Csodegerleri sirasiyla 70.71, 92.62 ve 93.81 pg/mL olarak
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saptanirken, HCT116 hiicre hatt1 lizerine 24. saatte 1Csy degeri tespit edilememistir. 48. ve
72. saatlerde ise ICsy degerleri sirasiyla 70.78 pg/mL ve 21.68 ug/mL olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.13. Bilesik 3’iin Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana bagli sitotoksik

etkisi

70



Bilesik 4’lin dort hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkisi Sekil 4.14’de goriilmektedir.
Bilesik 4’iin 6zellikle Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 {izerine 72. saat 1Csy degerleri, bu
bilesigin bu hiicre hatlar1 lizerinde olduke¢a diisiik dozlarda bile etki gdsterdigini ortaya
koymaktadir. Bilesik 4’iin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 icin 72. saat 1Csy degerleri
sirastyla 7.2 pg/mL ve 8.05 pg/mL’dir. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 icin ise 72. saat

ICsp degerleri sirasiyla 15.12 pg/mL ve 25.39 pg/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1-
4.2).
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Bilesik 4 Hep3B
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Sekil 4.14. Bilesik 4’tin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Bilesik 5’in dort hiicre hatt1 lizerindeki zamana bagh sitotoksik etkisi Sekil
4.15°de verilmistir. Bilesik 5’in HCT116 ve A549 hiicre hatlar1 tlizerine 72. saat ICs
degerleri sirastyla 19.54 ug/mL ve 19.47 pg/mL olarak belirlenmistir. Diger iki hiicre hatt1
iizerine elde edilen ICsy degerleri bu degerlerden daha yliksektir (Cizelge 4.1-4.2).
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Bilesik 5 Hep3B
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Sekil 4.15. Bilesik 5’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Sekil 4.16’da Bilesik 6’nin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCTI116 hiicreleri
lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi gosterilmistir. Bilesik 6, Hep3B ve HCT116 hiicre
hatlar1 lizerine diisiik sitotoksik etki gosterirken A549 ve BEAS-2B hatlar1 i¢in saptanan
ICsp degerleri olduk¢a dikkat cekicidir. Bu maddenin 72. saat ICsy degerleri A549 ve
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BEAS-2B hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla 6.27 pg/mL ve 54.88 pg/mL olarak saptanmistir

(Cizelge 4.1-4.2).
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Bilesik 6 Hep3B
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Sekil 4.16. Bilesik 6’'nin A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Bilesik 7°nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri {izerine zamana bagli sitotoksik etkisi
Sekil 4.17°de verilmistir. Bilesik 7’nin Hep3B hiicre hatt1 icin 24., 48. ve 72. Saat 1Cs
degerleri saptanamamistir. HCT116 hiicre hatt1 lizerinde ise sadece 72. saatte 1Csy degeri

saptanabilmistir ve bu deger 80.6 pg/mL’dir (Cizelge 4.1).
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Bilesik 7 Hep3B
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Sekil 4.17. Bilesik 7'nin Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana bagl sitotoksik

etkisi

Sekil 4.18de Bilesik 8’in dort hiicre hatti {izerinde zamana bagh sitotoksik etkisi
gosterilmistir. Bilesik 8’in Hep3B hiicreleri tizerine 1Csy degeri belirlenemezken HCT116
hiicreleri iizerinde de diisiik sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bilesik 8’in A549
hiicre hatti lizerine sitotoksik etkisi 24., 48. ve 72. saatler i¢in sirastyla 40.28, 40.86 ve 4.66
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pg/mL olarak saptanirken, BEAS-2B hiicre hatt1 tizerine 1Csy degerleri 60.13, 46.54 ve
34.34 ng/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1-4.2).
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Bilesik 8 Hep3B
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Sekil 4.18. Bilesik 8’in A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Sekil 4.19°da goruldigii gibi Bilesik 9 dort hiicre hatt1 lizerinde de yiiksek sitotoksik
etki gostermistir. Bilesik 9’un A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri lizerine 72.

saatlik 1Cs¢ degerleri sirasiyla 3.01, 3.02, 3.32 ve 1.95 pg/mL olarak saptanmistir (Cizelge
4.1-4.2).
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Bilesik 9 Hep3B
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Sekil 4.19. Bilesik 9’un A549, BEAS-2B, Hep3B ve HCT116 hiicreleri iizerine zamana
bagli sitotoksik etkisi

Cizelge 4.1’de Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarina uygulanan dokuz benzimidazol
tiirevi bilesigin (Bilesik 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9) ve sisplatinin 24., 48. ve 72. saat ICs
degerleri verilmistir. Bu bilesikler icerisinde 6zellikle Bilesik 9’un 72. saat sonundaki I1Cs
degerler1 (Hep3B i¢in 3.32 pg/mL, HCT116 icin 3.4 pg/mL) sisplatin kadar iyi bir
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Yine Bilesik 4’tin de Hep3B iizerine 7.2
pg/mL olan 72. saat ICsy degert ve HCT116 {izerine 8.05 pg/mL olan ICsy degeri bu
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bilesigin de potansiyel bir ilag olarak g6z Oniine alinmasi gerektigini gostermektedir. Bu
nedenle, kaspaz-3 ve western blotlama uygulamalarinda bu iki bilesik ve bu iki hiicre hatti

ile caligilmistir.

Cizelge 4.1. Bilesiklerin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 lizerine 24., 48. ve 72. saat 1Csg

degerleri (ug/mL).
MTT Hep3B HCT 116
pg/mL
(ICs, degerleri) 24. saat 48. saat 72. saat 24. saat 48. saat 72. saat
Bilesik 1 62.46 70.95 51.37 43.22 20.53 20.39
Bilesik 2 X X X 97.85 65.01 77.11
Bilesik 3 70.71 92.62 93.81 X 70.78 21.68
Bilesik 4 13.90 14.31 7.20 13.47 7.43 8.05
Bilesik 5 49.96 38.80 36.46 61.86 25.78 19.54
Bilesik 6 62.40 66.52 63.34 58.11 29.99 52.94
Bilesik 7 X X X X X 80.6
Bilesik 8 X X X 79.49 72.38 54.16
Bilesik 9 5.33 3.75 3.32 9.45 5.30 3.40
Sisplatin 7.87 3.68 3.62 5.63 2.16 1.95

Cizelge 4.2°de A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina uygulanan 6 bilesigin (Bilesik 1,
4,5, 6,8 ve9)24., 48. ve 72. saat 1Csy degerleri verilmistir. (*) isareti ile belirtilmis olan
bilesiklerin (Bilesik 2, 3 ve 7) ICsy degerleri, Apohan ve arkadaslar1 tarafindan 2017
yilinda yaptiklar1 calismada A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 icin elde edilen degerlerdir
[109]. Diger alt1 benzimidazol bilesik igerisinde 6zellikle Bilesik 6 ve 8’in kayda deger bir
etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir. Sisplatinle A549 hiicreleri tizerine 4.31 pg/mL ve
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BEAS-2B hiicreleri iizerine de 1.78 pg/mL ICsy degerleri saptanmistir. Bilesik 6 ve 8’in
A549 ve BEAS-2B hiicreleri lizerine 6.27 pg/mL ile 54.88 pg/mL ve 4.66 ug/mL ile 34.34
pg/mL  olan ICsy degerleri, bu bilesiklerin etkili potansiyel ilaglar olabilecegini
gostermistir. Bu nedenle, kaspaz-3 ve western blotlama uygulamalarinda bu iki bilesik ve

bu iki hiicre hatti ile ¢aligilmstir.

Cizelge 4.2. Bilesiklerin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerine 24.,48. ve 72. saat 1Cs

degerleri (ug/mL).
MTT A549 BEAS-2B
pg/mL
(ICso degerleri) 24. saat 48. saat 72. saat 24. saat 48. saat 72. saat
Bilesik 1 X 68.23 51.66 61.21 54.59 44.84
Bilesik 2 X* 27.84%* 1.97* 65.67* 59.77* 59.8*
Bilesik 3 50.98* 15.02* 1.9* 37.81* 33.35* 32.67*
Bilesik 4 43.61 24.97 15.12 39.20 19.74 25.39
Bilesik 5 67.72 24.04 19.47 30.32 22.43 22.88
Bilesik 6 93 45.45 6.27 61.89 54.91 54.88
Bilesik 7 X* X* 1.87* 40.54* 28.57* 24.5*
Bilesik 8 40.28 40.86 4.66 60.13 46.54 34.34
Bilesik 9 7.65 4.08 3.01 11.03 4.75 3.02
Sisplatin 16 5.10 4.31 4.40 2.22 1.78
* Apohan ve arkadaslar1 (2017)
4.3. Bilesiklerin Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon Degerleri
Bu c¢alismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal

aktivitelerinin tespit edilmesi amaciyla E. coli, P. aeruginosa, S. aureus bakteri tiirleri ve

C. albicans, C. tropicalis maya tirleri kullanilmigtir. Hazirlanan konsantrasyonlar
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bilesikler icin 12.800 pg/mL, gentamisin i¢in 200 pg/mL ve flukozanol i¢in de 200
pg/mL dir.

Cizelge 4.3’de de goriilebilecegi gibi bazi bilesikler smirli antimikrobiyal etki
gosterirken bazilar1 da yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir. Kullanilan tiim bilesikler E.
coli tlzerine diisik antimikrobiyal etki gostermistir. Bilesik 1 ve 5 genel olarak
mikroorganizmalar Tlizerine diger bilesiklere kiyasla diisiik antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir. Bilesikler arasinda Bilesik 4, 6, 8 ve 9 0zellikle mayalar {lizerine yliksek
antifungal etki yapmustir. P. aeruginosa ve S. aureus iizerine en yiiksek antibakteriyel
aktiviteyi 12.5 pg/mL ve 50 pg/mL MIK degeriyle Bilesik 4 gdstermistir.

Yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda da bu dort bilesigin etkisi, tripan mavisi ve MTT

uygulamalarindan agikca goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Bilesiklerin MIK degerleri (ng/mL).

Bilesikler ve E. coli P. aeruginosa  S. aureus C. albicans C. tropicalis
Antibiyotikler
Bilesik 1 >100 50 >100 >100 >100
Bilesik 4 >100 12.5 50 25 25
Bilesik 5 >100 >100 >100 >100 >100
Bilesik 6 >100 100 100 25 25
Bilesik 8 >100 100 >100 12.5 12.5
Bilesik 9 >100 50 100 12.5 12.5
Gentamisin 0.78 0.39 3.125
Flukonazol 0.39 0.39

4.4. Bilesiklerin Kaspaz-3 Aktivitesine Etkisi

Yapilan tripan mavisi ve MTT caligmalary, kullanilan 9 benzimidazol bilesik
icerisinde Ozellikle Bilesik 4, 6, 8 ve 9’un diger bes bilesige kiyasla daha yiiksek sitotoksik
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu nedenle, kaspaz-3 aktivite ¢aligmalar1 bu dort
madde ile yiirtitilmiistiir. Tripan mavisi ve 1Csy sonuglarma bagli olarak Bilesik 6 ve 8
A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda test edilmistir. Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarinda ise
Bilesik 4 ve 9 calisilmistir. Karsilagtirma ve kontrol amagli olarak bu dort hiicre hattinda

sisplatinin de kaspaz-3 aktivitesine etkisi arastirilmistir. Belirlenmis olan 72. saatlik 1Csg
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degerlerine bagh olarak, kaspaz-3 aktivite tayini i¢in 1, 5, 10 ve 30 pg/mL olmak iizere

dort doz uygulamasi yapilmistir.

Sekil 4.20°den goriilebilecegi gibi A549 ve BEAS-2B hiicrelerine sisplatin
uygulamasi kaspaz-3 aktivitesini belirgin oranda artirmistir. Daha da 6nemlisi, sisplatin ilk
doz uygulmasidan itibaren (1 pg/mL) BEAS-2B hiicre hattindaki kaspaz-3 aktivitesini

A549 hiicre hattina gore daha fazla artirmistir. Bu, calisilan benzimidazol bilesikleri ile

karsilagtirmada 6nemli bir veridir.
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Sekil 4.20. Sisplatin uygulanmis A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

85



Sekil 4.21°de goriildiigii tizere sisplatin Hep3B ve HCTI116 hiicre hatlarindaki

kaspaz-3 aktivitesini ilk doz olan 1 pg/mlL’den itibaren artirmistir.

Sisplatin Hep3B
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Sekil 4.21. Sisplatin uygulanmis Hep3B ve HCT116 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

Bilesik 4 uygulanmig Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarindaki kaspaz-3 aktivitelerine
bakildiginda, bu bilesigin her iki hiicre hattinda da ilk dozdan itibaren ytliksek bir etki
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gosterdigi, Ozellikle Hep3B hiicre hattinda HCT116’ya gore bariz fark olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Bilesik 4 uygulanmis Hep3B ve HCT116 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

Bilesik 6 uygulanmasma bagli olarak A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3

aktivite degisimine bakildiginda, Bilesik 6’nin A549 hiicrelerine kiyasla BEAS-2B hiicre
hatt1 tizerindeki etkisi daha azdir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Bilesik 6 uygulanmis A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

Bilesik 6°’da oldugu gibi Bilesik 8’inde BEAS-2B hiicrelerindeki kaspaz-3
aktivitesine etkisi azdir ve bu bilesikte de bu fark oldukga barizdir. Ozellikle 10 pg/mL doz
fark1 daha 6nemli goriilmektedir (Sekil 4.24).
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Bilesik 8 A549

- N N
(4] [=] (4]
o o o
1 1 1

100+

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

Bilesik Konsantrasyonu (ug/mL)

Bilesik 8 BEAS-2B

-
[32]
o

1

o

1

[\ ——

50

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

Bilesik Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.24. Bilesik 8 uygulanmis A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

Sekil 4.25°de goriilen kaspaz-3 aktivite degisimi Bilesik 9’un da sisplatin kadar
yiiksek bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.25. Bilesik 9 uygulanmis Hep3B ve HCT116 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrole gore degisimi (%)

4.5. Bilesiklerin Protein ifadeleri Uzerine Etkisi

Calismada kullanilan bir kisim bilesigin apoptoz sinyal yolaginda gérev alan bazi
proteinlerin ifadesini nasil etkilediklerini belirlemek i¢in Kisim 3.7°de agiklanan Western
Blotlama c¢alismalar1 yapilmistir. MTT ¢alismalart sonucu belirlenen 72. saat ICs

degerlerine baglh olarak, Bilesik 6 ve 8’in A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda, Bilesik 4 ve
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9’un da Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarinda apoptoz yolagindaki 6nemli proteinler olan
kaspaz-3 ve p53 proteinlerinin ifadeleri lizerine etkisi arastirilmistir. Sisplatin de ayrica
calisilmistir. Referans bir protein olan -aktinin de ifadesi izlenmistir.

Sekil 4.26°’da Bilesik 6 ve 8 uygulanmis A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda B-
Aktin, kaspaz-3 ve p53 protein ifadeleri goriilmektedir. MTT ve kaspaz-3 aktivite tayini
sonuglarina paralel olarak bu bilesiklerin saglikli BEAS-2B hiicre hatt1 tizerinde etkilerinin
sisplatinle karsilastirildiginda sinirli olmasina karsin, A549 hiicre hatt1 iizerine daha etkili
oldugu protein ifade diizeylerinden net bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.26°da ayrica, Bilesik 4 ve 9 uygulanmis Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarinda
kaspaz-3 protein ifadeleri de goriilmektedir. Bilesik 9 uygulanmis Hep3B hiicre hattinda,
sisplatin uygulanmis olan Hep3B hiicre hattindakine gore benzer kaspaz-3 ifadeleri
gozlenmistir. Bilesik 4 uygulanmig Hep3B hiicre hattinda sisplatin uygulanmig olan Hep3B
hiicre hattindakine gore kaspaz-3 ifadesi daha fazla indiiklenmistir. Bilesik 4 ve 9
uygulanmis HCT116 hiicre hattlarinda sisplatine gore kaspaz-3 ifadesi daha fazla

indiiklenmistir.

A549 AS549 A549 A549 BEAS-2B BEAS-2B BEAS-2B BEAS-2B
Kontrol Sisplatin Bilesik6 Bilesik8 Kontrol Sisplatin Bilesik& Bilesik8

pakin S S G ———
Kaspaz 3 “-“-- - . -
= SRS W

HeplB HeplB HeplB HepdBE  HCTII6 HCTIS HCTIIG HCTILS
Kontrol Sivplatin Bilejyik 4 Bilejik # Kontrol Sisplatin  Bileyik 4 Bileyik 8

p-Aktin — ——— — ——

Kaspaz 3 — T — e —

Sekil 4.26. Bilesik 4, 6, 8 ve 9 uygulanmig dort hiicre hattinda B-aktin, kaspaz-3 ve
p53 protein ifadeleri. (Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 iizerinde sisplatin, Bilesik 4 ve

Bilesik 9’un p53 ifadeleri gozlenememistir)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada yeni sentezlenmis dokuz farkli benzimidazol bilesigin A549, HCT116
ve Hep 3B kanser hiicre hatlar1 ile BEAS-2B saglikli hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik ve
antimikrobiyal etkileri arastrrma bulgularinda (Kisim 4.) yer verildigi gibi farkl
yontemlerle calisilmistir. Sonuglardan da anlasilacagi iizere benzimidazol tiirevi
bilesiklerin kanser hastaliginin tedavisi i¢in gelistirilecek olan metal bazli ilaglarin
iiretilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.

Onceden de bahsedildigi gibi 6zellikle kansere karsi calisilan ilaglarda elde edilmek
istenen amag kanser hiicrelerine sitotoksik etki yaratan ancak saglikli hiicrelere karsi diisiik
sitotoksisite gosteren ilaglarin kesfidir. Bu ¢alismada kullanilan bilesiklerin kanser hiicre
hatlar1 {izerindeki etkileri 6nemlidir. Ozellikle BEAS-2B hiicre hatt1 {izerindeki etkileri
onemli ve ¢alisma i¢in degerli bir veridir. Ayn1 zamanda bu benzimidazol bilesiklerinin bu
hiicre hatlar1 iizerindeki etkileri mevcut kullanilan kemoterapi ilaci olan sisplatinle
karsilagtirilmistir. Bu baglamda, calismada kullanilan benzimidazol bilesiklerinin bazilar1
bu agidan degerlendirildiginde etkili sonuglar géstermistir.

Diger bir husus; 6zellikle sitotoksik etki tespiti i¢cin ¢alismada kullanilan yontemler
sonucunda alman verilerin bir tutarlilik icinde olmas1 ¢alismanin yiiksek bir giivenirlilige
sahip oldugunu gostermektedir.

Calismada kullanilan benzimidazol bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin incelendigi ilk
yontem olan tripan mavisi ¢aligmalarinda hiicre hatlarma 20, 30, 40, 50 ve 100 ug/mL
olmak iizere bes doz araliginda bilesikler uygulandi ve kontrol ile karsilastirildi. Elde
edilen sonuglar ilk doz olan 20 pg/mlL’den itibaren biitiin bilesiklerin biitiin hiicre hatlar1
iizerinde sitotoksik etki gosterdigini belirlendi. Ancak bu bilesiklerin bazilarmin
digerlerine gore daha etkili oldugu belirlendi. Bunlar igerisinde Bilesik 4’tin dort hiicre
hatt1 iizerinde oldukca etkili oldugu gériildii. Ote yandan Bilesik 6’nmn 6zellikle A549
hiicreleri tizerinde BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde gosterdigi etkiden daha yiiksek bir etki
gosterdigi belirlendi. Bu sonu¢ Onceden de bahsedildigi gibi saglikli hiicreler lizerinde
sitotoksik etkisi diisiik ancak kanser hiicreleri iizerinde yiiksek toksisiteye sahip ilag
gelistirme amaci dogrultusunda 6nemli bir sonucgtur. Yine tripan mavisi deneyi sonucunda
Bilesik 9’unda her dort hiicre hatti lizerinde etkili sitotoksik etki gosterdigi goriildii. Ancak
Bilesik 4 ve Bilesik 9’un saglikli hiicre hatt1 iizerinde de yiiksek sitotoksik etki gdsterdigini
belirtmek gerekir.

Tripan mavisi deneyi sonuglar1 biitiin bilesiklerin sitotoksik etkilerinin oldugunu

gosterdi. Daha hassas bir sitotoksik Olglim yontemi olan MTT yontemi ile biitiin
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bilesiklerin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin ICsy degerleri hesaplanarak daha
hassas bir Ol¢limle arastirilmasina karar verildi. MTT deneyleri sonunda tripan mavisi
deneyi sonucu elde edilen bilgilerin bliyiik oranda dogrulugu teyit edildi ve c¢alismanin
sonraki agamalar1 i¢in hangi bilesiklerin, hangi dozlarda ele alinacagina karar verildi.

MTT deneyleri sonucu calisilan dokuz bilesik icinde dort bilesigin oldukca etkili
oldugu belirlendi. Bu bilesiklerin 72. saat ICsy degerleri baz alinarak elde edilen sonuglara
gore Bilesik 4’tin Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 lizerindeki sirasiyla 1Cso degerleri 7.2
ve 8.04 pg/mL’dir (Cizelge 4.1). Yine bu iki hiicre hatt1 i¢in Bilesik 9’un Hep3B ve
HCT116 hiicre hatlar1 lizerindeki ICsy etki degerleri swrasiyla 3.32 ve 3.4 pg/mL’dir
(Cizelge 4.1). Hep3B ve HCT116 hiicre hatlar1 tizerindeki sisplatinin 72. saat ICsy etki
degerlerinin sirasiyla 3.62 ve 1.95 pg/mL ¢ikmasi bu bilesiklerin etkin bilesikler oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.1). Simdiye kadar hem karaciger karsinomasi hem de kolon
karsinomasinda benzimidazol tiirevi bilesiklerin kullanimi ile elde edilen sonuglarda bu
bilesik grubunun sisplatin gibi standart kullanilan kolsisin ve 5-Fluorourasil (5-FU) gibi
ilaglarla da karsilastirildiginda bu kanser tiirleri iizerinde etkili kemoterapotik ajanlar
olabilecegini gostermistir. Paul ve arkadaslari tarafindan yapilan kumarin-benzimidazol
tiirevi 3-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-7-(substituted amino)-2H-chromen-2-one bilesiklerin
HCT116 hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda bu
bilesigin HCT116 hiicre hatt1 iizerinde % 62,25 biiyiime inhibisyonu gdsterdigini buna
karsin referans bilesik olarak kullandiklar1 5-FU’nun % 17,8 biiylime inhibisyonuna sahip
oldugunu gostermisglerdir [140]. Bir diger c¢alismada da Yadav ve arkadaslari
sentezledikleri 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-ylthio)-N-(substituted 4-oxothiazolidin-3-yl)
acetamides tlirevi benzimidazol bilesiklerin HCT116 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik
etkisini inceledikleri calismalarinda iki bilesigin HCT116 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik
ICsp degerlerini sirasiyla 0.00005 ve 0.00012 uM/mL olarak belirlerken referans bilesik
olarak kullandiklar1 5-Fluorourasil’in HCT116 hiicre hatt1 tzerindeki sitotoksik ICsg
degerini 0.00615 uM/mL olarak tespit etmislerdir [141].

Bilesikler icerisinde Bilesik 6, 8 ve 9’un A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerinde
de giiclii sitotoksik etkileri goriildii (Cizelge 4.2). Ozellikle Bilesik 6 ve 8’in bu hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri benzimidazollerin neden etkili birer kemoterapotik
ajanlar olmaya aday bilesikler oldugunu gdstermesi acisindan 6nemlidir. MTT deneyi
sonucu elde edilen 72. saat ICsy degerlerinde Bilesik 6’nin A549 hiicre hatt1 iizerindeki
ICsp degeri 6.27 pg/mL iken BEAS-2B saglikli hiicre hatt1 {izerindeki ICso degeri 54.88
pg/mL olarak tespit edildi. Bilesik 8’in A549 hiicre hatti iizerindeki ICsy degeri 4.66
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pg/mL iken bu bilesigin BEAS-2B hiicre hatt1 iizerindeki ICsy degeri 34.34 pg/mL olarak
tespit edildi. Referans bilesik olarak kullanilan sisplatinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki 4.31
pg/mL’lik 1Cs degerine karsilik BEAS-2B saglikli hiicre hatt1 tizerindeki 1.78 pg/mL olan
sitotoksik etkisi diisiiniildiiglinde en basta ifade ettigimiz gibi kanser hiicre hatlar1 lizerinde
etkili ancak saglikli hiicrelere daha az sitotoksik etkiye sahip ilag gelistirme hedefi
dogrultusunda Bilesik 6 ve 8’in buna uygun iyi segenekler olabilecegini gdsterdi. Bilesik
9’un A549 hiicre hatt1 iizerindeki 3.01 pg/mL olan ICsy degeri bu bilesigin de iy1 bir
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir ancak Bilesik 9’un saglikli hiicre hatti
BEAS-2B iizerinde de 1.78 pg/mL’lik yiiksek bir toksisite gostermesi Onemlidir.
Benzimidazol bilesiklerin bu anlamda etkili ilaglar olabileceginin gosterildigi diger
calismalarda da goriilmektedir. Bu calismalardan bir tanesi, bu ¢alismada da Hep3B ve
HCT116 hiicreleri {izerinde sitotoksik etkilerinin bakildigi Bilesik 2, 3 ve 7’nin A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin bakildig1 ve Apohan ve arkadaslar1
tarafindan yapilan calismadir. Bu calismada Bilesik 2, 3 ve 7°’nin AS549 hiicre hatt1
iizerinde MTT deneyi sonucunda 72. saat sonundaki ICsy degerleri sirasiyla 1.97, 1.9 ve
1.87 pg/mL olarak tespit edilirken BEAS-2B hiicre hatt1 lizerindeki 1Cso degerleri 59.8,
32.67 ve 24.5 pg/mL olarak tespit edilmistir [109]. Bu c¢alismada bu bilesiklerin HCT116
ve Hep3B hiicre hatlar1 lizerinde etkili sitotoksik aktivite gostermemelerine ragmen A549
ve BEAS-2B hiicre hatlar1 lizerinde Bilesik 6 ve 8 gibi bir etki gostermeleri de yine
benzimidazol bilesiklerinin bu anlamda etkisini gostermektedir. Benzimidazol tiirevi
bilesiklerin birgok farkli arastirmacilar tarafindan bir¢ok kanser hiicre hatti iizerindeki
sitotoksik etkilerini inceledikleri MTT deney sonuclari da benzimidazollerin etkin
kemoterapotik ajanlar olabilecegini ortaya koymaktadir [ 142-145].

Farkli hiicre hatlar1 tizerinde yapilan calismalarda farkli benzimidazol tiirevi
bilesiklerin MTT yontemi ile sitotoksik aktivite sonuglar1 benzimidazollerin giiclii etkiye
sahip olduklarini gostermistir. Atmaca ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada 5 farkh
benzimidazol tiirevi bilesigin MCF-7 (meme kanseri), DU-145 (prostat kanseri), H69AR
(akciger kanseri) ve sagliklt HEK-293 (insan embriyonik bobrek hiicreleri) hiicre hatlari
iizerinde yaptiklar1 sitotoksik ¢aligmada referans bilesik olarak 5-flororasil kullanilmistir.
Bu bes bilesik icerisinde bir tanesi (2-[5,6-dichloro-2-ethyl-1H-benzimidazol-1-yl]-N'-
[Bromophenylene]acetohydrazide) oldukea etkili sonug¢ gdstermistir. Bu bilesigin MCF-7,
DU-145, H69AR ve saglikli HEK-293 hiicre hatlar1 tizerindeki ICso degerleri sirastyla 17.8
+ 0.24, 10.2 £ 1.4, 49.9 + 0.22 ve >100 £ 0.32 pg/mL olarak tespit edilmistir. Referans
bilesik 5-FU’nun bu hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi siras1 ile 1.9 £ 0.12, 1.7 £
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0.20, 1.1 £ 0.40 ve 0.9 £ 0.14 pg/mL olarak belirlenmistir [146]. Bu bilesigin saglikli
HEK-293 hiicre hatt1 iizerindeki ¢ok diisiik sitotoksik etkisine karsin kanser hiicreleri
iizerindeki yiiksek sitotoksik etkileri kayda degerdir. Ancak bu maddenin referans bilesik
kadar yiiksek bir sitotoksik etki gosterememesi de bir diger gercektir. Bizim ¢alismamizda
Bilesik 4, 6, 8 ve 9’un kanser hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisinin referans bilesik
olarak kullanilan sisplatin kadar veya biraz daha diislik sitotoksik aktivite gosterdikleri
Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin sitotoksik etkisinin ¢aligildig1 bir diger ¢alismada ise
Ozellikle kobalt ve c¢inko metal bazli benzimidazol tiirevlerinin bazi kanser hatlar1
iizerindeki yiiksek sitotoksik etkileri ¢inko ve kobalt bazli benzimidazol bilesiklerin
kansere kars1 etkili ilaclar olabilme potansiyellerini gdstermesi acisindan Onemlidir.
Calismada kobalt, ¢inko, mangan ve platin bazli1 dort farkli benzimidazol bilesigin MRC5-
SV2 (akciger kanser hiicre hatti) ve MRCS (saglikli akciger fibroblast hiicre hatti) hiicre
hatlarma uygulanmasi sonucu test edilen sitotoksik etkinliklerinde ¢inko ve kobalt bazli
benzimidazol bilesiklerin kanser hiicre hatt1 olan MRC5-SV2 iizerinde platin ve mangan
bazli bilesiklere gore daha yiiksek bir sitotoksisite gosterdigi ve oOzellikle ¢inko bazli
benzimidazol bilesigin saglikli hiicre hatti olan MRCS5 iizerinde diisiik bir sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [147]. Bu sonug¢ bu ¢alismada da kullanilan ¢inko
ve kobalt bazli benzimidazoller olan Bilesik 4, 6, 8 ve 9’un 6zellikle A549 ve BEAS-2B
iizerindeki etkileri disliniildiiglinde ©Onemlidir. Bu c¢alisma sonucglart Apohan ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismanin sonuglarini desteklemektedir (Cizelge 4.2). Oyle
ki oOzellikle ¢inko bazli bilesiklerin farkli kanser hiicre hatlar1 tlizerinde yiiksek bir
sitotoksisiteye ve saglikli hiicre hatlar1 iizerinde ise diisiik sitotoksisiteye sahip ilaclar
gelistirmek i¢in uygun potansiyel adaylar olarak bakilabilir.

Yapilan bir diger ¢alismada Cevik ve arkadaglar1 sentezledikleri hidrazon kdkenli
benzimidazol tiirevi bilesiklerin A549 kanser hiicre hatt1 ve saglikli hiicre hattit NIH3T3
(fare embriyonik fibroblast hiicreleri) hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkilerini referans
bilesik olarak kullandiklar1 sisplatinin sitotoksik etkisiyle karsilagtrmiglardir. Bu
bilesiklerden {i¢iiniin A549 kanser hiicre hatti iizerinde sisplatinin 0,045 mM ICsy degerine
karsilik 0.0316-0.06 mM 1Cs, degerleri arasinda sitotoksik etkiye sahip olduklarini tespit
etmiglerdir. Ancak bu ii¢ bilesigin saglikli hiicre hatti NIH3T3 iizerindeki sitotoksik
etkiside sisplatinin tespit edilemeyen degerine karsilik bilesiklerin 0.06 ve 0.1 mM
arasindaki ICsy degerleri dikkate alindiginda saglikli hiicre hattina kars1 sisplatinden daha
giiclii sitotoksik aktivitesi oldugunu gdosterdiklerini belirtmek gerekir [148]. Wang ve
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arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢calismada bir dizi 1-benzen asil-2-(1-metilindol-3-
il)-benzimidazol tiirevleri tasarlanmis, sentezlenmis ve potansiyel tiibiilin polimerizasyon
inhibitorleri olarak ve antropik kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivite icin
degerlendirilmistir. Bu yeni bilesikler arasinda bir bilesigin A549, HepG2 ve MCF-7'ye
karst pozitif kontrol olarak kullanilan referans bilesikler kolsisin ve CA-4 ile
karsilastirildiginda en giiglii tiibiilin polimerizasyon inhibitor aktivitesi (ICso= 1.5 uM) ve
antiproliferatif aktivite sergiledigi (sirasiyla Glso = 2.4, 3.8 ve 5.1 uM) gosterilmistir.
Ayrica bu bilesigin G2 / M faz1 hiicre dongiisii tutuklamasi ile baglantili A549 apoptozunu
etkili bir sekilde indiikleyebildigi de tespit edilmistir [149].

Calismadaki bilesiklerin kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi kadar bu
yeni benzimidazol tiirevi bilesiklerin bazi bakteri ve maya gibi mikrobiyal faktorler
iizerindeki etkileri de oldukca onemlidir. Bu amagla genel olarak yeni sentezlenen metal
icerikli bilesiklerin sitotoksik etkisine bakildig1 gibi antimiktobiyal etkilerine de
bakilmistir. Bu amagla ¢alismada kullanilan yeni sentezlenmis benzimidazol bilesiklerin
bazi bakteri ve maya suslar1 iizerindeki etkileri minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yontemi ile belirlendi (Cizelge 4.3). Bilesiklerin antimikrobiyal etkileri
degerlendirilirken bakteriler icin gentamisin, mayalar i¢in de flukonazol pozitif kontrol
olarak kullanildi. Calismada, bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini belirlemek i¢in gram
negatif E. coli (ATCC 25922) ve P. aeruginosa (ATCC 27853), gram pozitif S. aureus
(ATCC 29213) bakterileri ile C. albicans ve C.tropicalis maya suslar1 kullanildi. Calisilan
bilesiklerden ii¢ tanesi Bilesik 2, 3 ve 7 daha 6nce Apohan ve arkadaslar1 tarafindan ayni
bakteri ve maya suslari iizerinde calisildig i¢in bu ¢aligmada sadece Bilesik 1, 4, 5, 6, 8 ve
9’un bu bakteri ve maya suslar1 iizerindeki antimikrobiyal etkilerine bakild1 [109]. MiK
deneyi sonunda alinan veriler degerlendirildiginde bu alt1 bilesigin E. coli ve S. aureus
bakteri suglar1 lizerinde yiiksek antimikrobiyal etki gdstermedikleri tespit edildi. Buna
karsin Bilesik 4’tin 0Ozellikle P. aeruginosa tizerindeki 12.5 pg/mL minimum
konsantrasyon degeri kayda degerdir. Yine 6zellikle Bilesik 8 ve 9’un C. albicans ve C.
tropicalis maya suslar iizerindeki 12.5 pg/mL olan MIK degerleri diisiik konsantrasyonlar
olarak dikkat ¢ekmektedir. Yine de biitiin bilesiklerin bu bakteri ve maya suslar1 iizerindeki
minimum konsantrasyon degerleri referans bilesikler olan gentamisin ve flukonazolun
minimum inhibisyon konsantrasyonlarindan yiiksek oldugu goriildii. Benzimidazol tiirevi
bilesiklerin antimikrobiyal etkileri konusunda yapilan farkli ¢alismalarda da bu bilesik

gruplarin referans grubu bilesiklere gore (siproflakazin, amfisilin, flukonazol, amoksilin,
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klorofenikol gibi) daha yiiksek ya da daha diisiik MIK degerlerine sahip olduklar:
gozlenmistir [150, 151].

Kiiciikbay ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada kobalt, ¢cinko ve nikel bazl
benzimidazol bilesiklerin E. faecalis (ATCC 29212), S. aureus, (ATCC 29213), E. coli
(ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) bakterileri ile C. albicans and C. tropicalis
maya suslar1 iizerindeki antimikrobiyal etkilerine MIK yontemi ile bakilmistir.
Bilesiklerden bazilarinin gram pozitif bakteriler (E. faecalis ve S. aureus) tizerinde 200 ve
800 ug/mL arasinda bir MIK degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak bilesiklerden
hicbirinin gram negatif bakteriler (E. coli ve P. aeruginosa) lizerinde antimikrobiyal
aktivite gostermedikleri belirlenmistir. Test edilen bazi bilesiklerin de maya suslari
iizerinde 100 ile 800 pg/mL arasinda MIK degerine sahip olduklari tespit edilmistir [152].
Buna karsin bu ¢alismada kullanilan kobalt ve ¢inko bazli benzimidazol bilesiklerinden
bilesik 4, 6, 8 ve 9’un Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi baslica gram negatif bakteri P.
aeruginosa iizerindeki 12.5 pg/mL olan MIK degeri ve C. albicans ve C. tropicalis maya
suslar1 tizerindeki 12.5 ile 25 pg/mL arasindaki inhibisyon degerleri daha iyi bir
antimikrobiyal etkiye sahip olduklarin1 gostermektedir.

Bir diger kayda deger calismada 6zellikle kobalt ve ¢inko bazli benzimidazol
bilesiklerin antimikrobiyal ajanlar olarak etkili potansiyele sahip olabilecekleri
gosterilmistir. Chkirate ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu ¢alismada sentezledikleri tli¢
farkli kobalt ve ¢inko bazli benzimidazol bilesiginin E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus'a
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmis ve bu benzimidazol bilesiklerin bu bakteri
suslar1 lizerinde etkili sonuglara sahip olduklar1 gosterilmis ve Ozellikle kobalt bazli bir
bilesigin bakteri suslar1 iizerinde 6.25 pg/mL MIK degerine sahip oldugu tespit edilmistir
[153].

Calismadaki benzimidazol tiirevi bilesiklerin sitotoksik etkisi MTT deneyi
sonucunda belirlendikten sonra etkili sonuglar gosteren bu bilesiklerin sitotoksik etkiyi
apoptotik Oliim yolagi ile gosterip gostermediklerini belirlemek amaciyla bu bilesikler
hiicreler ile muamele edildikten sonra kaspaz-3 aktiviteleri hesaplandi. MTT sonuglarina
gore ¢alisilmaya deger gordiigiimiiz Bilesik 4 ve 9’un HCT116 ve Hep3B hiicre hatlarinda,
Bilesik 6 ve 8’in de A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda kaspaz-3 proteazi lizerindeki
etkisine bakildi. Yine bu bilesiklerin hiicreler iizerindeki kaspaz-3 aktivitesi sisplatin
uygulanmis hiicrelerin kaspaz-3 aktiviteleri ile karsilastirildi. Kaspaz-3 aktivite tayini i¢in
hiicrelere, bilesikler 1, 5, 10 ve 30 pg/mL olmak tizere dort doz olarak uygulandi. Sekil
4.33, 4.34 ve 4.37’ye bakildiginda Bilesik 4 ve 9’un HCT116 ve Hep3B hiicre hatlar1
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iizerinde ilk doz olan 1 pg/mlL’den itibaren kaspaz-3’ii aktive ettikleri gdzlemlendi. Bilesik
6 ve 8’in A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerindeki kaspaz-3 etkinlikleri Sekil 4.32, 4.35
ve 4.36’da goriildiigii gibidir. Burada 6zellikle 5 pg/mL olan doz degerinde daha belirgin
goriildigli gibi sisplatinin bu doz aralifinda A549 kanser hiicre hattina olan kaspaz-3
etkinligi fazla olmasina karsin aym1 dozda BEAS-2B saglikli hiicre hattindaki kaspaz-3
etkinligi daha yiiksektir. Ancak Bilesik 6 ve 8’in bu dozda A549 kanser hiicre hattindaki
kaspaz-3 etkinlikleri fazla olmasina ragmen BEAS-2B saglikli hiicre hatt1 lizerinde kaspaz-
3 etkinlikleri hem sisplatine hem de bu bilesiklerin A549 hatt1 {izerindeki kaspaz-3
etkinliklerine gore daha distliktiir. Bu sonuglar bu bilesiklerin etkili ve istenilen
ozelliklerde ilag olma potansiyelini tasidiklarin1 ve bu bilesikler {izerine ileri diizeyde
arastirma yapilmasi gerektigini gostermektedir. Benzimidazol bilesiklerinin hiicrelerde
kaspaz-3 aktivitesini saglayarak apoptotik yolu baslatmasi bir¢ok arastirmada ortaya
konmustur. Bu c¢alismalar benzimidazollerin mitokondri membran gec¢irgenligini
degistirmek, DNA stabilitesini bozmak, JNG sinyal yolagmni aktive etmek, topoizomeraz 1
inaktivasyonu saglamak gibi bircok yolla kaspaz-3 aktivitesini tetiklediklerini gdstermistir
[154-156]. Bu calismada ve simdiye kadar yapilan diger calismalarda ozellikle ¢inko ve
kobalt bazli benzimidazol tiirevlerinin birgogunun kanser hiicre hatlarinda apoptotik yolagi
net bir sekilde tetikledikleri goriilebilmektedir. Bu ¢alismadaki Bilesik 4, 6, 8 ve 9’un
kaspaz-3 aktivite tayini sonuglari, bu maddelerin tam olarak apoptotik yolakta hangi
faktorleri hedef aldig1 konusunda bu sinyal yolagindaki biitiin diizenleme mekanizmalar1
icin calisilabilecek bilesikler oldugunu gostermistir. Ornegin Chen ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢calismada sentezledikleri benzimidazol tiirevi bir bilesigin HCT116
hiicre hattinda nasil apoptotik yolu tetikledigi intrinsik ve ekstrinsik 6liim yolaklar1
detaylica incelenerek ortaya ¢ikarilmistir. Gelistirdikleri akridin bazli olan N-[103]-2-
butylacridin-9-amine benzimidazol bilesiginin HCT116 hiicre hattinda hem ektrinsik hem
de intrinsik O6lim yolaklarin1 aktive ederek hiicreleri apoptotik siirece soktugunu
gostermislerdir. Bu bilesigin HCT116 hiicrelerinde hem Bcl-2’nin ifadesinde azalmaya
sebep olarak hem de ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) iiretimini arttirarak intrinsik 6liim yolu
olan mitokondriden sitokrom-c salinimi tetikleyerek kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi ve
apoptotik yolu baslattig1 gosterilmistir. Bilesigin ayn1 zamanda 0liim reseptorlerinden olan
DRS5’in ifadesini arttirarak kaspaz-8 tizerinden kaspaz-9 ve kaspaz-3’lin aktivasyonunu
gergeklestirerek ekstrinsik 6liim yolagini tetikledigi tespit edilmistir [103].

Kaspaz-3 aktivitesi degerlendirilen bilesiklerin ve referans grup olarak kullandigimiz

sisplatinin ¢aligsmada kullanilan dort hiicre hattinda p53, kaspaz-3 ve aktin protein ifadeleri
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iizerine etkisi western blotlama teknigi ile degerlendirilmistir. Western blotlama sonucu
elde edilen protein ifadeleri karsilastirildiginda tripan mavisi, MTT, kaspaz-3 aktivite
tayini yontemleriyle elde edilen sonuclarin daha net bir fotografi elde edilmistir. MTT
sonuglar1 degerlendirildikten sonra Bilesik 6 ve 8 A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarma 5
pg/mL olarak, Bilesik 9 Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarma 5 pg/mL olarak, Bilesik 4
Hep3B ve HCTI116 hiicre hatlarma 10 pg/mL olarak uygulanmistir. Sekil 4.26’ya
bakildiginda Bilesik 6 ve 8’in ¢ok net bir sekilde kaspaz-3 ifadesini A549 hiicre hattinda
sisplatinden daha iyi bir diizeyde artirdig1 buna karsin saglikli hiicre hatti1 olan BEAS-2B
hiicrelerinde sisplatine gore daha az ifade oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde Bilesik 6 ve
8’in p53 ifadesini A549 hiicre hattinda sisplatine gore daha fazla artirdiklari, BEAS-2B
hiicre hattinda sisplatine gére daha az ifadesine yol agtiklar1 net bir sekilde goriilmiistiir.
Bilesik 4 ve 9’un Hep3B ve HCT116 hiicre hatlarinda kaspaz protein ifadesine etkilerine
bakildiginda ozellikle Bilesik 4’tin Hep3B hiicre hattinda sisplatine gore belirgin bir
sekilde kaspaz-3 ifadesini artirdig1 goriilmiistiir. Bu iki bilesigin HCT116 hiicre hattinda da
kaspaz-3 ifadesini artirdiklar1 net bir sekilde goriilmiistiir. Western blotlama sonuglarindan
ozellikle Bilesik 6 ve 8’in A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki p53 ve kaspaz-3 ifadesine
etkilerine bakildiginda calismada kullanilan ¢inko ve kobalt icerikli bu benzimidazol
bilesiklerin bir sekilde DNA stabilitesini bozarak apoptozun intrinsik yolagmi aktive
ettikleri goriilmektedir. Bugiine kadar yapilan yine ¢inko ve kobalt igerikli benzimidazol
bilesiklerinin bu sinyalizasyon yolagini kullanarak farkli kanser hiicre hatlarinda apoptozu
tetikledikleri yapilan caligmalarla ortaya konmustur [157, 158]. Yani sira ¢alismada Bilesik
6 ve 8’in Ozellikle BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde gosterdikleri diisiik sitotoksisite bu
maddeleri diger benzimidazol tiirevi bilesiklerinin bir¢ogundan farkli olarak 6nemli bir
kansere kars1 ila¢ potansiyeline sahip aday bilesikler olarak 6n plana ¢ikarmaktadir.
Yapilan bir diger calismada sentezlenen yeni bir ¢inko bazli ligand koordinasyonlu
benzimidazol polimeri kanserli lenfoma hiicrelerine uygulanarak bu bilesigin apoptotik
sinyal yolagindaki etkisi incelenmistir. Cinko bazli polimer benzimidazol bilesik
hematolojik kanser tiirlerinin klinik tedavisinde kullanilan bilesiklerden biri olan
doksorubusinle saglikli T ve B lenfositlerinin oldugu lenfoma hiicrelere birlikte
uygulanmistir. Uygulama sonucu kanserli lenfoma hiicrelerindeki apoptotik hiicre oranlari
¢inko bazli benzimidazol bilesik ve doksorubisin ayr1 ayr1 uygulandiklarinda yaklasik % 8-
12 arasinda belirlenirken bilesik ve doksorubisinin birlikte uygulandiklar: hiicrelerde
apoptotik siirece giren hiicre orani yaklasik % 60-70 oraninda artmustir. Ayni ¢alismada

p53 ve Bcl-2 protein ifadelerine de bakilmistir. Cinko bazli benzimidazol bilesik ve
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doksorubisin karisimi, kanserli lenfoma hiicrelerinde p53 ifadesini yaklasik 4-5 kat
arttirirken, bu bilesik-doksorubisin karisimi bu hiicrelerdeki Bcl-2 protein ifadesini
yaklagik 4-5 kat azaltmistir. Bu sonug ¢inko bazli benzimidazol bilesik ve doksorubusinin
cok hedefli (multitarget) kombine bir birlesik etkiye sahip oldugunu gostermistir [130]. Bu
calismada da kullanilan ¢inko ve kobalt bazli maddelerin apoptotik yoldaki kaspaz-3 ve
p53 ifadeleri iizerindeki etkilerine bakildiginda calisilan maddelerin ¢ok hedefli ilaglarin
gelistirilmesi ve daha etkili sonuglarin alinabilmesi bakimindan dikkate alinmas1 gereken
bilesikler olduklarmi gostermektedir.

Farkli hiicre hatlarinda kaspaz-3 ve western blotlama yOntemleriyle farkli
benzimidazol tiirevlerinin sitotoksik etkileri {izerine yapilan ¢aligmalarda benzimidazol
tiirevi bilesiklerin apoptotik yolu tetikleyerek kanser hiicreleri iizerinde etkili sitotoksik
sonuglar gostermistir. Bu caligmalardan bir tanesi de Ohno ve arkadaglarinin 4-(1H-1,3-
benzodiazol-1-il) benzonitrilin antikanser aktivitesini inceledikleri c¢aligmada tespit
edilmistir. /n vitro galismada, benzimidazol tiirevi bilesigin hiicre proliferasyonu, hiicre
dongiisii ilerlemesi ve apoptoz ilizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in ATP testleri, akis
sitometrisi, western blot ve kaspaz-3/7 testleri kullanilmistir. Sonuglar bilesigin kanser
olmayan hiicreler ve TIG-1-20 fibroblastlar {izerinde sitotoksik etki gdstermedigi
hepatoblastoma hiicre hatti HepG2 ve servikal kanser hiicre hatti HEp-2'de hiicre
biliylimesini inhibe ettigini gostermistir. Akis sitometrisi, western blot ve kaspaz-3/7
testleri, bilesigin G1 fazi hiicre dongiisli tutuklamasii indiikledigini ve ardindan p53
(Serl5) ve p21 ekspresyonunu arttirdigini ortaya ¢ikarmistir [ 159].

Calismada ortaya ¢ikan sonuclar daha once yapilmis olan arastirma sonuglari ile
karsilastirildiginda benzimidazol bilesiklerinin ¢agimizin vebasi olarak nitelendirilen
kansere karst metal bazli ilaglarmm gelistirilmesinde umut vaat eden sonuclar
sergilemektedir. Bu ¢alismada kullanilan bilesiklerin bir¢ogu iic kanser hiicre hatlar1
(A549, HCT116 ve Hep3B) lizerinde sitotoksik aktivite gostermistir. Ancak Bilesik 4 ve
9’un HCT116 ve Hep3B hiicre hatlar1 tizerindeki etkinlikleri ve 6zellikle Bilesik 6 ve 8’in
A549 hiicre hatt1 lizerindeki yiiksek sitotoksik etkinligi, buna karsin BEAS-2B saglikli
hiicre hatt1 lizerindeki diisiik sitotoksik etkisi ilag gelistirme caligmalarinin temel amaci
olan; hedefe yonelik, organizmanin geneli icin diisiik sitotoksisiteye ve diisiik yan etkiye
sahip ila¢ gelistirme amaci i¢in oldukc¢a yliksek potansiyele sahip olduklarmi gostermistir.
Bu bilesiklerin sitotoksik etkileri yaninda antimikrobiyal etkilerinin de test edildigi MIK
calismalar1 bu bilesiklerden bazilarinin (Bilesik 4, 6, 8 ve 9) bakteri ve mayalara kars1

etkili ilaglar gelistirmek icin benzimidazol tiirevi bilesiklerin bir potansiyele sahip
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olduklarmi gostermistir. Bu bilesiklerin Tripan Mavisi, MTT ve Kaspaz-3 aktivite tayinleri
sonuclarinin son olarak net bir fotografi diyebilecegimiz western blotlama goriintiileri
(Sekil 4.26) bu bilesiklerin neden etkili ve ilerisi i¢in ¢alisilmaya deger bilesikler
oldugunun agik bir resmi gibidir. Ilerisi igin 6zellikle apoptotik yolakta ve diger hiicre ici
sinyalizasyondaki etkinliklerinin daha detayli arastirilmasi bu bilesiklerin hedefe yonelik
ilag gelistirme acisindan daha etkili kullanilabilecegini gostermektedir. Bu amagla bu
bilesikler i¢in patent basvuru yapilmis olup belirtilen bu ileri ¢alismalar i¢in ilk olarak

hayvan deneyleri (in vivo) yapilmasi gerekmektedir.
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